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Über die Hydrolyse von Eiweißkörpern 
mit starker Schwefelsäure. 


Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1922.) 


I. Teil. 


Die totale Hydrolyse der Proteinsubstanzen, namentlich der Horn- 
substanz hat in neuerer Zeit eine über das wissenschaftliche Interesse 
hinausgehende Bedeutung erlangt. 


Seitdem man gefunden hat, daß die Produkte der Hydrolyse, wenn 
sie völlig frei sind von Pepton, einen fleischbrühartigen Geschmack haben, 
werden sie bekanntlich in ausgedehntem Maße als sogenannte Würzen 
angewendet. Diese Würzen: haben nicht allein fleischbrühartigen Ge- 
schmack, sondern sie teilen mit dem Fleischextrakt auch die Eigenschaft, 
die Magensaftsekretion anzuregen. Den Hydrolvseprodukten der Horn- 
substanz kommt außerdem noch eine sehr bemerkenswerte von Brahm und 
Zuntz entdeckte Eigenschaft zu. Nachdem Kaufmann!) im Laboratorium 
von Zuntz gezeigt hatte, daß Leim durch Hinzufügung von Cystin, Tyrosin 
und Tryptophan den Nährwert von Eiweiß erhält, haben Brahm und Zuntz 2) 
festgestellt, daß gewisse, früher von Zuntz beobachtete unliebsame 
Wirkungen der Fütterung von Hunden mit Leim durch Zugabe von Horn- 
hydrolysaten zum Futter aufgehoben werden können. Während die Fütte- 
rung mit Leim nach einigen Tagen zur Ausscheidung von Eiweiß im Harn 
führte, trat dies bei einem Gemisch von Leim und Hornhvdrolysat nieht. 
ein; schon eine Beimischung von 10°, des Stickstoffs in Form von Horn- 
hydrolysat konnte das Auftreten von Eiweiß im Harn verhindern. Weiter- 
hin zeigte sich eine gleiche Beimischung auch wirkungsvoll hinsichtlich 
der Ernährung. Das Gemisch konnte die Abgabe von Stickstoff vom Körper 
fast ganz verhindern. Während bei der Fütterung mit Leim allein die 
Mehrausscheidung von Stickstoff gegenüber der Zufuhr dureh Harn und 
Kot pro Tag 10,58 g bzw. 10,95 g betrug, sank diese Zahl bei Fütterung 
mit dem erwähnten Gemisch auf 1,64 g. 





1) Kaufmann, Pflügers Arch. 109, 440, zitiert nach Deutsch. med. 
Wochenschr. 1917, Nr. 34. 
"1 Brahm und Zuntz, Deutsch. imed. Wochenschr. 1917, Nr. 34. 
Biochemische Zeitschrift Band 133. l 


2 E. Salkowski: 


In der menschlichen Nahrung ist das Hydrolysat aus Horn und 
Eiweiß bisher nur als Genußmittel in den sogenannten Würzen an- 
gewendet worden, nicht direkt zur Ernährung, obwohl diese Anwendung 
nach den erwähnten Versuchen von Brahm und Zuntz durchaus aus- 
sichtsvoll erscheint. Die Anwendung zur Ernährung ist aber durch 
die Art der Darstellung der Würzen ausgeschlossen. Die Hydrolysate 
sind bisher ausnahmslos durch langdauerndes Kochen mit rauchender 
Salzsäure dargestellt, die Salzsäure läßt sich nur zum kleinsten Teil 
durch Abdanipfen entfernen. Der weitaus größte Teil muß durch Natron 
neutralisiert werden. Der hieraus resultierende außerordentlich hohe 
Kochsalzgehalt!) schließt die Aufnahme einer größeren Menge zum 
Zweck der Ernährung vollständig aus. Statt der Salzsäure kann man 
allerdings auch Schwefelsäure verwenden, bei Benutzung der üblichen 
25proz. verdünnten Schwefelsäure ist aber 16stündiges Kochen er- 
forderlich?). Die Hydrolyse bleibt trotz des langen Kochens oft un- 
vollständig. Ich legte mir nun die Frage vor, ob man die vollständige 
Hydrolyse von Hornsubstanz nicht in kurzer Zeit durch Anwendung 
von starker Schwefelsäure erreichen könnte. Wenn dies gelang und 
weiterhin das Hydrolysat genießbar war, so war damit die Möglichkeit 
nahegelegt, aus Horn dem Eiweiß gleichartige Produkte für die mensch- 
liche Ernährung zu gewinnen. Unterlagen für diese Ansicht sind zwei 
Arten experimenteller Ergebnisse. Neuberg?) hat an einem Hunde den 
Nachweis geliefert, daß für die Ernährung Hornalbumose der Eiweiß- 
albumose gleichzusetzen sei. Der vollständige Ersatz des Eiweiß 
scheiterte nur daran, daß die Hornalbumose wie alle Albumosen den 
Darm reizte und Durchfälle verursachte. Die zweite Grundlage ist. 
die von zahlreichen Autoren, insbesondere von Abderhalden — zuerst 
wohl von O. Loewi —, in einer Reihe von Untersuchungen festgestellte 
Tatsache, daß das aus Eiweiß erhaltene Aminosäuregemisch dem 
Eiweiß gleichwertig ist, daß es gelingt, Hunde damit ins Stickstoff- 
gleichgewicht zu bringen. Da das Aminosäuregemisch aus Hornsubstanz 
im wesentlichen dasselbe ist wie das aus Eiweißkörpern, so war damit 
die Möglichkeit eröffnet, den Kreis der den Tieren, vielleicht auch dem 
Menschen zugänglichen Eiweißkörper zur Ernährung zu erweitern, 
vorausgesetzt, daß der Geschmack kein unüberwindliches Hindernis 
darstellt und womöglich bei der Hydrolyse mit Schwefelsäure dıe 
aromatischen Gruppen des Eiwe.ß des Horns erhalten bleiben, doch 
ist letzteres nicht unerläßliche Bedingung. Dieses waren die Gesichts- 


!) In einer derartigen seinerzeit im Handel befindlichen — ob jetzt 
noch, ist mir nicht bekannt — als „Plantox’ bezeichneten Würze fand 
ich 24,299, Mineralsubstanz, größtenteils Kochsalz. 

2) Hoppe-Seyler-Thierfelder, 8. Aufl., 8. 507. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschrift 78, 233, 1917. 
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punkte, die mich zu den Versuchen mit Hornsubstanz und weiterhin 
im Anschluß daran zu Versuchen mit einigen anderen Proteinsubstanzen 
veranlaßten. Ich will gleich bemerken, daß das Ziel nicht ganz erreicht 
wurde, trotzdem scheinen mir die Versuche der Veröffentlichung wert 
zu sein. 

Die Schwefelsäure wandte ich in einer Konzentration an, von der 
man nach den üblichen Anschauungen erwarten sollte, daß sie bei 
anhaltendem Sieden eine vollständige Zerstörung der organischen 
Substanz bewirken würde, nämlich ein Gemisch von 2 Vol. Schwefel- 
säure und 3 Vol. Wasser, dessen Siedepunkt bei 126° liegt. 100 ccm 
eines solchen Gemisches enthalten 73,6 g Schwefelsäure, 100 g 55,2 g 
H,SO,. Diese Schwefelsäure löst beim Erhitzen Hornsubstanz und 
trockenes pulverförmiges Eiweiß sehr schnell und in großen Mengen auf. 

Als Hornsubstanz nahm ich Hornspäne (von Kahlbaum bezogen), 
die vor der Anwendung zur Reinigung längere Zeit und wiederholt 
am Rückflußkühler mit Alkohol ausgekocht waren. Nach der Filtration 
wurde mit Alkohol nachgewaschen, die Hornspäne zuerst zwischen 
Tüchern abgepreßt, dann längere Zeit auf dem Wasserbade getrocknet, 
da mir aus bestimmten Gründen daran lag, auch die letzten Spuren 
von anhängendem Alkohol zu entfernen. 

Das Verfahren war nun folgendes. 

Ein Gemisch von 36ccm Wasser und 24ccm H,SO, wurde in 
einem tiefen Porzellangefäß zum Sieden erhitzt und 20 g!) Hornspäne 
unter fortdauerndem Erhitzen und Rühren portionsweise eingetragen. 
Dabei wurde die Temperatur möglichst fortdauernd mit dem Thermo- 
meter kontrolliert, und wenn sie wesentlich über 126° stieg, die Flamme 
entfernt, nötigenfalls auch etwas heißes Wasser hinzugesetzt. Wenn 
sich alles oder fast alles gelöst hat, was in einigen Minuten der Fall 
zu sein pflegt, wird die Lösung möglichst vollständig in einen Kolben 
mit Rückflußkühler übertragen, der mittels eines an seinem oberen 
Ende befindlichen Korkes mit einem Absorptionsapparat in Verbindung 
steht, mit einigen Kubikzentimetern Schwefelsäuremischung nach- 
gespült. Am bequemsten erschien mir der alte, jetzt wohl wenig 
mehr gebrauchte, mit etwas Wasser beschickte Will-Varrentrappsche 
Absorptionsapparat, da er keiner weiteren Befestigung bedarf. Es 
wurde im allgemeinen 3 Stunden gekocht?), beim Eiweiß und Gelatine 
erschien kürzere Zeit ausreichend, dann auf etwa noch vorhandenes 
Pepton geprüft. Zu dem Zwecke wurden von dem Kolbeninhalt nach 
annäherndem Erkalten einige Kubikzentimeter entnommen, mit dem 


1) Dieses Verhältnis zwischen Wasser, Schwefelsäure und Material 
wurde in allen Fälle eingehalten. 

2) Statt dessen kann man auch im Autoklaven bei 213 —3 Atm. 
erhitzen. 


]* 


Tee VE "— De A en en | 


4 E. Salkowski: 


mehrfachen Volumen Wasser verdünnt und durch Erwärmen mit 
Kohle — es kam meistens mit Salzsäure gereinigte Blutkohle von 
Merck in Anwendung — entfärbt. In dem ganz oder fast ganz wasser- 
hellen Filtrat kann man die Biuretreaktion mit Natronlauge und ver- 
dünnter Kupfersulfatlösung oder ein wenig Fehlingscher Lösung direkt 
anstellen, doch wurde vielfach noch erst mit Phosphorwolframsäure 
gefällt, der Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen und in Natronlauge 
gelöst. Eine dabei nicht selten auftretende bläuliche Färbung, die 
auf ein Reduktionsprodukt der Wolframsäure (sogenanntes wolfram- 
saures Wolframoxyd) zurückgeführt zu werden pflegt, läßt sich durch 
starkes Schütteln mit Luft beseitigen. Gleichzeitig wurde meistens 
die Probe noch in einer anderen Form angestellt, nämlich nicht die 
saure Lösung entfärbt, sondern die mit Natronlauge neutralisierte. 
Die Entfärbung gelingt damit nicht so gut, schützt aber vielleicht 
mehr gegen den Einwand, daß die Kohle Pepton absorbiert haben 
könne. Die Reaktion auf Pepton war in allen Fällen negativ. 

Beweist nun das Ausbleiben der Biuretreaktion die Abwesenheit 
von Pepton? Nach Thierfelder!) ist es kein ganz einwandfreies An- 
zeichen hierfür. T'hierfelder meint, daß man auch aus Aminosäure be- 
stehende Verbindungen kenne, welche diese Reaktion nicht geben. 
Es ist auch daran zu erinnern, daß die Biuretreaktion nach Hofmeister?) 
nur in ganz farblosen Lösungen noch in einer Verdünnung von lg 
Pepton: 12000 erkennbar ist und nur bei Betrachtung einer 5 cem dicken 
Schicht, daß ferner Gelbfärbung die Reaktion außerordentlich stört, so 
daß sie z. B. im Harn erst bei 2 g Pepton in 1 Liter unzweifelhaft aus- 
fällt. Der negative Ausfall gibt nun aber auch keine Garantie für den 
Geschmack des schließlich erhaltenen Produktes. Es ist gewiß sehr 
bemerkenswert, daß die durch Kochen mit Salzsäure erhaltenen 
„Würzen', z. B. das jetzt wohl nicht mehr im Handel befindliche 
„Plantox’ keinen bitteren und keinen unangenehmen Geschmack 
zeigen, wenn man sie in passender Konzentration genießt. Vielleicht 
geht die Wirkung der Salzsäure weiter als die der Schwefelsäure, indem 
sie bisher noch unbekannte Atomgruppen des Eiweißes trifft. Ähnliche 
Erscheinungen sind auch sonst hinsichtlich der Wirkung der Salzsäure 
und Schwefelsäure, die doch im allgemeinen als die stärkere gilt, zu 
beobachten. So habe ich?) bei meinen Versuchen zur Gewinnung von 
technisch verwendbarem Zucker aus Flechten (lichen islandicus und 
Cladonia rangiferina) beobachtet, daß die Hydrolyse der Kohlehydrate 
mit einer ungefähr 2,5 %, HCl enthaltenden Salzsäure vollständig zu be- 
wirken war, von Schwefelsäure dagegen die äyquivalente Menge bei weitem 

1) Hoppe-Seyler-Thicrfelder. 8. Aufl., S. 507. 

2) Hofmeister, Zeitschr. f. phystolog. Chemie 4, 257 (1886). 

3) E. Salkowskt, ebendaselbst 104, 108, 1019. 
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nicht ausreichte. Auffallenderweise ist bei der Hydrolyse mit Schwefel- 
säure von der angegebenen Konzentration von der Bildung von Humin- 
substanzen wenig oder nichts zu bemerken. Das Fehlen derselben ist 
aber nur ein scheinbares. Stumpft man die Reaktion ab, bis sie 
nicht mehr kongosauer ist, so fällt alsbald stickstoffhaltige Humin- 
substanz!) aus; ihre Menge betrug in einem Falle 3,24°/, der Horn- 
substanz. 

Ich fahre nun in der Beschreibung der Behandlung des Hydroly- 
sates fort. Die stark verdünnte schwefelsaure Lösung wird mit Calcium- 
carbonat (meistens Schlämmkreide) von Schwefelsäure befreit. Dabei 
bleibt zunächst Calciumsulfat in erheblicher Menge in Lösung. es 
empfiehlt sich daher, nicht sofort zu filtrieren, sondern erst am nächsten 
Tage. Auch beim Eindampfen der filtrierten Lösung scheidet sich aufs 
neue Gips aus, es erscheint daher zweckmäßig, fast oder ganz bis zur 
Trockne zu dampfen und wieder mit Wasser zu behandeln. Statt des 
Calciumcarbonats kann man natürlich auch Strontiumcarbonat ver- 
wenden, doch bleibt unter diesen Verhältnissen auch auffallend viel 
Strontiumsulfat in Lösung. 

Ist nun das nach Entfernung der Schwefelsäure erhaltene Amino- 
säuregemisch genießbar 7 Für den Menschen ist dies wohl zu verneinen. 
Auch bei mäßiger Konzentration hat die Lösung einen süßsäuerlichen. 
wenig angenehmen Geschmack. Es wurde versucht, diesen durch an- 
dauernde Behandlung mit Knochenkohle zu verbessern, die Entfärbung 
gelingt ziemlich vollständig?), der Geschmack ist aber unverändert. 
In der Erwägung, daß er von dem Gehalt an Caleinmsalzen, der ziemlich 
erheblich ist, herrühren könnte, wurde die Lösung mit Natriumcarbonat 
versetzt und erwärmt, um das Calciumcarbonat in eine dichtere Form 
(Arragonitform) überzuführen, weiterhin eine Verbesserung des Ge- 
schmacks durch Behandlung des Filtrats mit frisch gefälltem Aluminium- 
hydroxyd herbeizuführen gesucht — alles ohne besonders merklichen 
Erfolg. Erscheint danach die Anwendung des Hydrolysats zu Er- 
nährungszwecken beim Menschen ziemlich ausgeschlossen, so wäre eine 
Verwendung zur Tierernährung immerhin denkbar und nicht ohne 
‚eine gewisse Bedeutung. Dabei setze ich voraus, daß nicht nur das 
Hydrolysat aus Horn sich hierzu eignen würde — das wäre kein be- 
sonderer Gewinn, da die Hornsubstanz doch nur in beschränkter Quan- 


1) Es ist eigentlich ein Kuricsum, daß man die schwarze Substanz. 
die beim Kochen von Eiweiß mit rauchender Salzsäure entsteht, wenn 
sie das gewünschte Hauptprodukt ist, Melanoidin nennt, dagegen all- 
gemein Huminsubstanz, wenn sie ein unerwünschtes Nebenprodukt bei 
der Hydrolyse darstellt. 

*) Allerdings nicht so vollständig wie bei den kleinen Proben, weil 
relativ viel weniger Kohle angewendet wurde 
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tität und meistens in ungeeigneter Form zur Verfügung steht —, 
sondern daß stickstoffhaltige pflanzliche und tierische Abfälle von 
verschiedenen Fabrikationen ebenso benutzt werden könnten. Welches 
diese Abfälle sein könnten — dieses festzustellen wäre Aufgabe der 
Technik. 


Abgesehen von diesem praktischen Gesichtspunkte möchte ich nur 
noch drei Punkte besprechen, nämlich 1. Den Anımoniakgehalt der 
Hydrolvsate. 2. Die Verhältnisse des Schwefels. 3. Die Frage nach den 
aromatischen Atornkomplexen. 

l. Auf eine Isolierung der Spaltungsprodukte habe ich mich er- 
klärlicherweise nicht eingelassen — dies ist eine Aufgabe für sich —, 
nur bezüglich des Ammoniaks schien es mir geboten, eine Ausnahme zu 
machen. Bei der hohen Konzentration der angewendeten Schwefelsäure 
liegt der Verdacht nahe, daß es sich bei meinen Versuchen gar nicht um 
eine Hydrolyse, sondern um eine vollständige Zerstörung der organischen 
Substanz, wie bei der Kjeldahl-Bestimmung handelt. Um diese Ver- 
mutung zu widerlegen, hielt ich es für geboten, den Aınmoniakgehalt zu 
bestimmen. Zu dem Zweck wurden bei drei Hydrolyseversuchen 20 cem 
des auf 200cem verdünnten Hydrolysates stark weiter verdünnt, die 
Schwefelsäure durch Natronlauge abgestumpft, dann nach Zusatz von 
Magnesiumoxyd ausgiebig destilliert. Es ergab sich so in Prozenten der 
angewendeten Hornsubstanz 1,925 bis 1,937 und 1,61%, NH,. Sehr viel 
weniger enthielt das Hydrolvsat aus der angewendeten Eiweißsubstanz. 
Diese war nach dem Verfahren von mir oder von Hofmeister aus Blut 
unter Anwendung von Wasserstoffsuperoxyd dargestellt. (Näheres hier- 
über siehe weiter unten.) Es ergaben sich nur 0,49 und 0,54°/, Ammoniak. 

2. Geht bei der Hydrolyse Schwefel verloren ? 

K. A. H. Mörner!) hat in seiner Arbeit ‚„Cystin, ein Spaltungsprodukt 
der Hornsubstanz‘‘ das Auftreten von Schwefel in Substanz beobachtet, 
als Hornspäne in Salzsäure von etwa 15 bis 16°, HCI wochenlang bei 90 
bis 95° gehalten wurden. Der Schwefel fand sich in dem Halse des 
betreffenden Kolbens direkt abgeschieden. Ich habe bei meinen Hydrolysen 
nichts derart beobachtet. Es trat wohl in den untersten Teilen des Kühl- 
rohres ein geringer Beschlag auf, er bestand aber nach seinem ganzen 
Habitus zweifellos aus Fettsäuren, die Entfettung der Hornspäne war 
offenbar nicht vollkommen gelungen. Das kaum sauer reagierende Wasser 
in dem Absorptionsapparat zeigte keinen merklichen Geruch, gab indessen 
beim Erhitzen mit Mercurichlorid eine weißliche Trübung von Mercuro- 
chlorid. Sie kann von Arneisensäure oder schwefliger Säure herrühren. 
Die Reaktion mit XNitroprussidnatrium, Zinksulfat und Kaliumferro- 
cyanid fiel ganz oder fast ganz negativ aus, durch die Bildung von H,S 
beim Digerieren mit Aluminium und Salzsäure konnte allerdings etwas 
schweflige Säure nachgewiesen werden, jedoch sehr wenig. Ob außerdem 
auch Ameisensäure vorhanden war, ist nicht untersucht. Irgend in Be- 
tracht kommende Mengen von schwefliger Säure hätten sich übrigens schon 
beim Auflösen der Hornspäne in der heißen Schwefelsäure bemerkbar 
machen müssen. 

Zur Prüfung auf sogenannten bleischwärzenden Schwefel wurde das 
vorher mit Calciumearbonat behandelte Hydrolysat aus 20g Horn- 


1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. 25, 599 (1899). 
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substanz auf l Liter verdünnt. Proben dieser Lösung gaben beim Erhitzen 
mit alkalischer Bleilösung intensive Schwärzung, oft in Gestalt eines 
zusammenhängenden Spiegels, ganz ähnlich dem Silberspiegel. Ein 
wesentlicher Verlust an Schwefel hätte sich auch bei der vergleichenden 
Bestimmung des Schwefelgehaltes der Hornsubstanz einerseits, des Hydro- 
lysates andererseits ergeben müssen. 

Die aschefreie Trockensubstanz der Hornspäne enthielt, durch 
Schmelzen mit Salpetermischung usw. in der üblichen Weise bestimmt, 
3,18%, Schwefel!). Zur Bestimmung im Hydrolysat?) wurden 50 ccm der 
obigen Verdünnung mit 50 ccm einer Mischung von Barytwasser und 
Chlorbariumlösung versetzt = 100 ccm, vom Filtrat 80 ccm = #/, ein- 
gedampft mit Salpetermischung geschmolzen usw. Es ergaben sich 2,730, S 
für die aschefreie Trockensubstanz. Fin erheblicher Verlust an organisch 
gebundenem Schwefel hat also jedenfalls nicht stattgefunden. Das ist 
um so weniger anzunehmen, als ja ein Teil des Schwefels der Hornsubstanz 
als Schwefelsäure abgespalten sein mochte, dieser Umstand aber hier nicht 
berücksichtigt werden konnte. Das hat mich auch davon abgehalten, 
weitere Schwefelbestimmungen zu machen, denen unter den bestehenden 
Verhältnissen nur ein beschränkter Wert zugeschrieben werden kann. 

3. Bezüglich der aromatischen Atomkomplexe habe ich folgendes 
festgestellt: Die Untersuchung auf Tryptophan und die Oxygruppe war 
nur möglich nach der Entfärbung, die durch Erhitzen der sauren Lösung 
mit Kohle, wie zur Prüfung auf Pepton vorgenommen wurde. Die Unter- 
suchung auf Tryptophan mit Glyoxylsäure und Schwefelsäure, sowie mit 
p-Dimethylamidobenzaldehyd und Salzsäure fiel negativ oder so gut 
wie negativ aus. Ebenso die Prüfung mit Millonschen Reagens. Mit 
Salpetersäure trat schwache Gelbfärbung ein, die sich bei Zusatz von Natron- 
lauge verstärkte. Als aber ein etwa erbsengroßes Stück des nach der Be- 
handlung mit Kalk zur Trockne gedampften Hydrolysats mit Salpetersäure 
von etwa 1,35 D erhitzt wurde, trat intensive Gelbfärbung ein, beim Über- 
sättigen mit Natronlauge tiefe Orangefärbung. Da die Reaktion auf die 
Oxygruppe negativ ausgefallen war, muß dieses Verhalten auf die Phenyl- 
propionsäuregruppe bezogen werden, die sich somit als die resistenteste 
erwiesen hat. Freilich könnte man bei dem negativen Ausfall der Reaktion 
auf die anderen Gruppen einwenden, 1. daß sie möglicherweise durch die 
Kohle absorbiert waren, 2. daß die geprüfte Lösung zu dünn war. Um so 
auffälliger ist der Effekt, den Brahm und Zuntz bei ihren Fütterungsversuchen 
durch die Beigabe von Hornhydrolysat zum Leim erzielt haben. Allerdings 
sind die Versuche nur von kurzer Dauer gewesen, so daß das Fehlen von 
Tryptophan in der Nahrung sich noch nicht bemerkbar machen konnte. 


Bei dem vollständigen Fehlen oder fast vollständigem Fehlen der 
Tryptophangruppe kann von einem vollständigen Ersatz des Eiweiß 
in der Nahrung schon aus diesem Grunde nicht die Rede sein, sondern 


1) Analyse der Hornsubstanz: 1,1908 g lufttrocken, verloren bei 110° 
0,0864 g und hinterließen beim Glühen 0,0308 Asche, die übrigens etwas 
Sand enthielt, somit organische Trockensubstanz 1,0736 g — 90,15%, 
1,021 g gaben 0,213 BaSO,. 

2) 50 cem des Hydrolysates hinterließen 0,9702 Trockensubstanz, 
wovon 0,1559 Asche, somit 0,8143 organische Trockensubstanz. Hieraus 
erhalten 0,1296 Be SO,. 
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nur von einer Beigabe zum Eiweiß. Vor dem Leim würde das Hydro- 
lysat den Vorzug haben, daß es die Cystingruppe enthält. 

Die Hydrolyse der Hornsubstanz habe ich in derselben Weise 
mehrmals angestellt, weiterhin ebenso mit 20g Gelatine, ferner mit 
dem nach meinem Verfahren!) oder dem von Hofmeister?) hergestellten 
(Giesamteiweiß des Blutes, endlich mit Kasein. Irgend eine Besonderheit 
ist mir bei diesen Materialien nicht aufgefallen, nur ist der Zeitpunkt, 
in welchem die Biuretreaktion negativ ausfällt, leichter zu erreichen. 
Die Ausdehnung der Versuche auf diese Materialien geschah haupt- 
sächlich im Interesse des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit. Das über 
das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein der aromatischen Atom- 
komplexe Gesagte gilt auch für das Hydrolysat aus Bluteiweiß und 
Kasein. 

Ich schließe hieran noch einige Beobachtungen über den Gehalt 
der Hydrolvsate an die Fehlingsche Lösung reduzierenden Substanzen. 

Meines Wissens ist diese Eigenschaft von peptonfreien Eiweiß- 
hydrolysaten?) nirgends erwähnt. Bei der Prüfung von Hornhydro- 
Iysaten auf Pepton fiel mir auf, daß die bei Anstellung der Biuret- 
probe rein blau gebliebenen Lösungen sich beim Erhitzen zum Sieden 
entfärbten. Es schied sich zwar kein Kupferoxydul aus, aber die mit 
Salzsäure angesäuerten Lösungen gaben mit Rhodanammonlösung 
sofort einen rein weißen Niederschlag von Kupferrhodanür. Es schien 
mir von Interesse, die Quantität desselben zu bestimmen. Zu dem 
Zwecke verfuhr ich folgendermaßen: 

Ein Hydrolysat war nach Entfernung der Schwefelsäure mit Calcium- 
carbonat zur Trockne gedampft. Von dieser Masse wurden 2,141 g ent- 
sprechend 1,670 aschefreier Trockensubstanz ?) unter Erwärmen in etwa 
60 ccm Wasser gelöst. Die Lösung war fast, aber nicht völlig klar, sie 
mußte daher filtriert, das Filter nachgewaschen werden. Filtrat und 
Waschwasser wurden wiederum auf etwa 60 ccm eingedampft und mit 
40 cem frisch gemischter Fehlingscher Lösung versetzt, 5 Minuten im 
Sieden gehalten. nach dem Erkalten mit Salzsäure angesäuert, wiederum 


1) E Salkowski, diese Zeitschrift 19, 106, 1909. 

2) Hofmeister, Münchn. med. Wochenschr. 1916, Nr. 33 und 34. 

3) Von „Deuteroalbumose“ und „Amphopepton‘“ gibt Drechsel an, 
daß sie sogar bei Zimmertemperatur Fehlöngsche Lösung reduzieren; zitiert 
nach Langstein m „Ergebnisse der Physiologie‘. Erster Jaltrgang, I. Ab- 
teilung, S. 78 (1902). Um Mißverständnissen vorzubeugen bemerke ich, 
daß es sich hier nur um totale Hydrolyse handelt und von den Produkten 
der Behandlung mit schwacher Salzsäure abgesehen ist. 

4) Analyse des eingedampften Hydrolvsats: 1.776 g verloren bei 
115° 0,225 Wasser und hinterließen beim Veraschen 1,668, größtenteils 
aus Calciumsulfat bestehende Asche. Das Präparat enthält somit 1.3842 
= 79,57°, aschefreie Trockensubstanz. 
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von einer geringen flockigen Trübung abfiltriert, nachgewaschen, ein- 
gedampft, noch etwas warm mit Rhodanammon gefällt. Da das Kupfer- 
rhodanür erfahrungsgemäß sehr leicht durchs Filter geht, wurde erst 
am nächsten Tage durch ein gewogenes aschefreies Filter (Schleicher 
und Schüll 590) filtriert, gut ausgewaschen, bei 115° getrocknet. Es 
wurden 0,7526 g Kupferrhodanür erhalten. Rechnet man diese Zahl 
auf Glucose um, so ergeben sich 0,2231 g = 13,39%, der aschefreien 
Trockensubstanz. Ich brauche wohl nicht zu betonen, daß ich mit 
dieser Umrechnung auf Traubenzucker nichts über die Natur der 
reduzierenden Substanz aussagen will, ich habe sie nur ausgeführt, 
um ein Bild von der Quantität derselben zu geben. Das Verhalten 
des Hydrolysats zur Phosphorwolframsäure spricht dafür, daß die 
reduzierende Substanz nicht einheitlicher Natur ist. 

Eine dem Gewicht nach nicht genauer bestimmte Quantität des 
Trockenhydrolysates wurde in Wasser gelöst, mit Salzsäure angesäuert, 
mit Phosphorwolframsäure völlig ausgefällt, nach einigem Stehen 
filtriert, der Niederschlag ausgewaschen, Filtrat und Waschwasser 
aufbewahrt. Der Niederschlag wurde in der Wärme mit Baryt zersetzt, 
filtriert, ausgewaschen, der Überschuß von Baryt im Filtrat durch 
Ammoncarbonat entfernt, filtriert, ausgewaschen, das Filtrat auf 
etwa 50 ccm eingedampft, mit Fehlingscher Lösung erhitzt usw. Es 
wurden 0,4809 g Kupferrhodanür erhalten. Ebenso wurde mit Filtrat 
und Waschwasser vom Phosphorwolframsäureniederschlag verfahren. 
Es ergaben sich 0,1582 g Kupferrhodanür. Dieses Verhalten spricht 
dafür, daß zwei Substanzen oder, vorsichtiger ausgedrückt, Substanz- 
gruppen an der Reduktionsfähigkeit beteiligt sind, strikt bewiesen ist 
das durch den Versuch allerdings nicht, es könnte ja auch eine einheit- 
liche Substanz vorliegen, von der ein Teil bei der Fällung in Lösung 
bleibt, indessen ist das bei der relativ ansehnlichen Quantität des 
aus dem Filtrat erhaltenen Kupferrhodanür immerhin wenig wahr- 
scheinlich. Es versteht sich von selbst, daß alle bei dem Verfahren 
erforderlichen Prozeduren möglichst quantitativ ausgeführt sind und 
daß die Lösungen vor dem Zusatz der Fehlingschen Lösung vollkommen 
klar waren. Es waren hierzu wiederholte Filtrationen zur völligen 
Entfernung des Baryts erforderlich, die nicht besonders erwähnt sind. 

Es war von vornherein anzunehmen, daß das Vorkommen redu- 
zierender Substanz nicht auf das Hydrolysat von Hornsubstanz be- 
schränkt sein werde, untersucht wurde in dieser Beziehung das Gesamt- 
eiweiß des Blutes, Kasein nach Hammarsten (käuflich) und beste Gelatine. 
Unter Gesamteiweiß des Blutes ist das nach meinen Verfahren oder 
dem von Hofmeister dargestellte durch Wasserstoffsuperoxyd ent- 
färbte Präparat zu verstehen. Von allen Materialien kamen 20 g und 
60 cem der Schwefelsäuremischung in Anwendung. Das Verfahren 
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war ganz dasselbe, irgendwelche Abweichungen wurden nicht beob- 
achtet, die Hydrolyse des Eiweiß erforderte nur 2 Stunden, beim Kasein 
und Leim ist die Prüfung mit Pepton erst nach 3 Stunden vorgenommen, 
es hätten vielleicht auch 2 Stunden genügt. 

l. Beim Albumin wurden 2,178 g = 1.71 g aschefreier Trocken- 
substanz!) zur Bestimmung der reduzierenden Substanz verwendet. 
Erhalten 0,698 g Kupferrhodanür = 12,11% scheinbarer Zucker. 

2. Vom Kaseinhvdrolysat kamen 1,375g = 1,042 aschefreier 
Trockensubstanz?) in Anwendung. Erhalten 0,4168 Kupferrhodanür 
= 12,14% scheinbarer Zucker in der aschefreien Trockensubstanz. 

3. Zur Bestimmung des in Rede stehenden Wertes beim Leim 
wurde, um Zeit zu sparen, etwas anders verfahren. Das Hydrolysat 
aus 20 g Gelatine wurde wie immer auf 200 ccm gebracht, dann 40 ccm 
abgenommen, diese durch Calciumecarbonat von Schwefelsäure befreit, 
vom Calciumsulfat abfiltriert, nachgewaschen und eingedampft. Da 
sich beim Eindampfen aufs neue Calciumsulfat abgeschieden hatte, 
mußte aufs neue filtriert, nachgewaschen und eingedampft, das Volumen 
von 40 ccm?) wieder hergestellt werden. 20 cem entsprechend 1,7705 
aschefreier Trockensubstanz dienten zur Bestimmung. Erhalten wurden 
0,4578 Kupferrhodanür = 7.65°%, scheinbaren Zucker, also erheblich 
weniger als aus der Hornsubstanz und den Eiweißkörpern. 


II. Teil. 


Während die nicht flüchtigen, bei der Hydrolyse der verschiedenen 
Eiweißkörper entstehenden Spaltungsprodukte nach allen Richtungen 
auf das genaueste untersucht sind, liegen über die flüchtigen nur 
wenige Angaben vor. Suter!) sowie Friedemann’) haben bei der 
Hydrolyse von Hornsubstanz Thiomilchsäure erhalten, X. A. Mörner 
bezweifelt die Entstehung derselben als primäres Spaltungsprodukt. 
Er selbst®) hat zunächst festgestellt, daß bei der Hydrolyse von 
Hornsubstanz eine schwer flüchtige, Jodoform bildende Substanz ent- 


1) Zusammensetzung des Hydrolvsates: 1,3562 g verloren beim 
Trocknen 0,194 Wasser, hinterließen beim Glühen 0,098 Asche, größten- 
teils eisenhaltiges Calciumsulfat. Die Quantität der aschefreien Trocken- 
substanz betrug somit 10642 g = 78,47°.. 

®) Zusammensetzung des Hydrolysates: 1,0517 g verloren beim 
Trocknen 0,1625 Wasser, hinterließen beim Glühen 0.0922 Asche. Die 
Quantität der aschefreien Trockensubstanz ist somit 0,7970 g = "D.H Bil, 

3) 15 cem lieferten 1,4652 g Trockensubstanz, davon 0,1326 Asche, 
also 1,3276 = 90,61 Din aschefreie Trockensubstanz. 

3) Suter, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 21, 577, 1895. 

5) Friedemann, Hofmeisters Beiträge usw. 3, 184, 1903. 

6) K. 4. H. Mörner, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 25, 600, 1899. 
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steht, später, daß diese Brenztraubensäure ist!), die aber nur in 
sehr geringer Menge zu entstehen scheint, so daß der Fehlbetrag, der 
sich bei der Addition der Spaltungsprodukte gegenüber dem ange- 
wendeten Eiweiß ergibt, schwerlich in irgend erheblichem Grade durch 
diese gedeckt erscheint. Naturgemäß knüpften meine Versuche zunächst 
an die Angaben von Mörner an, ich suchte sie zu bestätigen und zu 
erweitern. 

War die Brenztraubensäure schon in den aus 20 g Eiweißsubstanz 
erhaltenen Hydrolysaten in merklicher Menge nachweisbar, so konnte 
man schon daraus entnehmen, daß sie immerhin auch in quantitativer 
Beziehung nicht ganz zu vernachlässigen sei. Vielleicht ergab sich 
auch ein quantitatives Verfahren, und es waren möglicherweise Unter- 
schiede in den Mengenverhältnissen bei den verschiedenen Eiweiß- 
körpern nachweisbar. Mörner hat ferner die Brenztraubensäure bei 
der Zersetzung von Hornsubstanz unter sehr milden Bedingungen — 
Erhitzen mit 2 bis 4 Teilen Salzsäure von 25% und der gleichen Menge 
oder zwei Dritteln Wasser auf dem Wasserbade bei etwa 90° eine Woche 
lang — erhalten. Es fragt sich, ob sie auch bei der oben angewendeten, 
sehr viel energischeren Behandlung entsteht, ja ob ihre Quantität 
vielleicht sogar größer ist. 


1. Hydrolyse der Hornsubstanz. 


Meine ersten, mit dem Hydrolysat aus Hornsubstanz angestellten 
Versuche schienen beide Fragen zu verneinen. Das Hydrolysat aus 
20 g Horn wurde auf 200 ccm verdünnt und mit Äther ausgeschüttelt: 
beim Abdestillieren blieb nur eine sehr geringe Quantität wässeriger 
Flüssigkeit mit fettigen Schmieren, die augenscheinlich aus den Horn- 
spänen stammten. Die filtrierte Lösung wurde wiederholt auf dem 
Wasserbade eingedampft, um etwa beigemischten, aus dem Äther 
stammenden Alkohol zu verjagen. Die Lösung gab mit Nitroprussid- 
natrium + Natronlauge starke Rotfärbung, mit Jodjodkalium + Natron- 
lauge sofort Jodoform. Weitere Feststellungen waren der zu geringen 
Menge wegen nicht zu machen, das Jodoform ist an sich ja nicht 
beweisend, da immerhin noch Spuren von Alkohol vorhanden sein 
konnten, die Übereinstimmung mit der ersteren Reaktion läßt aber 
wohl an dem Vorhandensein von Brenztraubensäure kaum einen Zweifel. 

Auch die Destillation im Vakuum bzw. bei tunlichst vermindertem 
Druck befriedigte mich nicht. Das Destillat — stets aus dem auf 200 cem 
verdünnten Hydrolysat — gab zwar die Reaktionen, auf die ich weiter 
unten genauer eingehen werde, nicht aber bei Zusatz von salzsaurem 


1) K. A. H. Mörner, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 42, 121, 1904. 
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Phenylhydrazin das in Nadeln kristallisierende Hydrazon der Brenz- 
traubensäure. Nach einem annähernd quantitativen Verfahren wurde 
aus LA des Destillats nur 11 mg Jodoform erhalten, im ganzen also 
44 mg. Die Bestimmung geschah durch Abfiltrieren und Auswaschen 
des nach 24 Stunden ausgeschiedenen Jodoforms, Absaugenlassen des 
Filters auf Filtrierpapier, Lösen des Jodoforms durch Aufgießen von 
Alkoholäther und freiwilliges Verdunstenlassen der Lösung, Wägung 
nach mehrtägigem Stehen. In derselben Weise wurden aus 100 ccm 
einer O,lproz. Lösung von Brenztraubensäure 0,2655 Jodoform er- 
halten. Natürlich geben diese Zahlen nur eine annähernde Vorstellung 
von dem wirklichen Tatbestand. 

Nach diesen ziemlich unbefriedigenden Ergebnissen schlug ich 
einen anderen Weg ein, nämlich den der direkten Destillation des auf 
200 ccm gebrachten Hydrolysats. Das Destillat wurde, wie ich das 
bei schwer flüchtigen Substanzen, z. B. Formaldehyd zu tun gewohnt. 
bin, in zwei Fraktionen von 100 und 50 ccm oder etwas darüber auf- 
gefangen, soweit sich dies ohne Gefährdung des Kolbens machen ließ: 
die Destillate dienten zu den Reaktionen. Von vornherein sei bemerkt, 
daß alle Reaktionen bei der zweiten Fraktion stärker ausfielen. Beide 
Destillate reagierten sauer, enthielten keinen Schwefelwasserstoff, 
gaben dagegen leichte Trütung beim Erhitzen mit Mercurichlorid- 
lösung, enthielten also etwas — aber äußerst wenig — schweflige Säure, 
die sich auch bei der Digestion mit Aluminium und Salzsäure an der 
Schwärzung eines mit Bleisubacetat getränkten Papierstreifens be- 
merkbar machte. 

Im folgenden die Reaktionen der Bestillate nebst einigen daran 
geknüpften Bemerkungen: 

l. Jodoformbildung reichlich. 

2. Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure in Form der Grosse- 
Bohleschen Lösung: allmählich zunehmende Violettfärbung, die beim 
Zusatz von einigen Tropfen Salzsäure verschwindet. In allen Ver- 
suchen habe ich die Reaktion als positiv angesehen. wenn die violette 
Färbung nach einer halben Stunde deutlich entwickelt war, im anderen 
Falle als negativ. Bei der Anstellung der Reaktion ist auf besonders 
sorgfältige Reinigung der Reagenzeläser mit destilliertem Wasser zu 
achten, wenn man nicht Irrtümern anheimfallen will. Wie schädlich 
in dieser Beziehung das kalkhaltige Leitungswasser ist, sieht man, 


wenn man das — eine negativ oder fast negativ ausgefallene Reaktion 
enthaltende — Reagenzglas mit Leitungswasser füllt: es tritt sofort. 


eine intensive Rotfärbung ein. Dazu bemerke ich: die Reaktion von 
Brenztraubensäurelösung mit dem Reagens ist sehr schwach, selbst 
eine O,2proz. Lösung gibt nach einer halben Stunde nur eine Andeutung 
von Violettfärbung; nach 24 Stunden bemerkt man allerdings cine 
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ziemlich intensiv rote Färbung, die gegen Salzsäure auffallend resistent 
ist unter Übergang des Rot in Blaurot. Dieses Verhalten ist aber nicht 
charakteristisch, denn man beobachtet es auch bei Leerversuchen, 
d. h. bei den Rotfärbungen, die nach 24stündigem Stehenlassen nega- 
tiver Reaktionen auftreten. 

3. Reduktion einer ammoniakalisch-alkalischen Silberlösung, die 
allmählich zunahm. Eine solche Silberlösung wird in der Regel als 
Tollenssche!) bezeichnet. Diese Bezeichnung ist insofern nicht ganz 
richtig, als ich?) die stärker reduzierende Wirkung einer mit Natron- 
lauge versetzten ammoniakalischen Silberlösung unter Bildung eines 
Silberspiegels schon einige Zeit vor Tollens angegeben habe. Es heißt 
an der zitierten Stelle: ‚„Rohrzucker wirkt bekanntlich auf Metall- 
oxyde wenig ein, auch aus ammoniakalischer Silberlösung wird beim 
Erwärmen kein metallisches Silber abgeschieden, dagegen erhält man 
auch mit Rohrzucker die schönsten Silberspiegel, wenn man etwas 
Natronlauge hinzusetzt.... Dasselbe Verhalten zeigt auch der Mannit 
und die Glucoside (Salicin und Amygdalin). Übrigens wird auch beim 
Traubenzucker durch Natronzusatz die Reaktion sehr befördert.‘ Es 
ist kein Zweifel, daß Tollens meine Beobachtung nicht gekannt hat, 
und das ist sehr erklärlich, da ‚Notizen‘ und ‚Kleinere Mitteilungen“ 
— in einer solchen befand sich meine Beobachtung — in der Regel 
nur unter dieser Bezeichnung in die referierende Literatur übergehen 
und dadurch der Wissenschaft vollständig verloren gehen, wie ich zu 
meinem Schaden oft genug erfahren habe. Die Referenten müßten 
mindestens die Untertitel anführen. Ich verkenne keineswegs, daß 
durch die Tollenssche Versuchsanordnung die Reaktion außerordentlich 
verfeinert ist und durch die gänzliche Vermeidung von Erwärmung und 
Aufbewahrung im Dunkeln eindeutig gemacht wird. Ich ziehe allerdings 
meistens eine gröbere Form der Versuchsanordnung vor, indem ich 
die zu untersuchende Lösung direkt mit 3proz. Silbernitratlösung, 
Ammoniak und Natronlauge versetze (oder wenn es sich um ver- 
gleichende Reaktionen handelt mit einer vorher, jedoch auch will- 
kürlich hergestellten Mischung), infolge einer vielleicht unbegründeten 
Abneigung gegen allzusehr auf die Spitze getriebene Reaktionen. 

4. Nitroprussidnatrium und Natronlauge: intensive Rotfärbung, 
auf Zusatz einiger Tropfen Eisessig im ersten Augenblick mehr purpur- 
farben, dann abblassend, beim Erhitzen grünliche Färbung. am nächsten 
Tage schwache Ausscheidung von Berlinerblau. 


1) Tollens, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 14, 1950, 1881 und 15, 1635, 
1882 und 1828, 1882; vgl. auch Stepp, diese Zeitschr. 127, 14, 1922. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. 4, 133, 1880; vgl. auch Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 15, 1738, 1881. 


14 E. Salkowski: 


5. Nitroprussidnatrium und Piperidin!) nach L. Lewin: Violett- 
färbung, nach Zusatz einiger Tropfen Eisessig bald verblassend ` beim 
Erhitzen Grün- bis Blaufärbung. Eine Mischung ohne Brenztrauben- 
säure (also nur Nitroprussidnatrium, Piperidin und Essigsäure) wird 
beim Erhitzen intensiv blaugrün, am nächsten Tage Niederschlag 
‘von Berlinerblau unter einer grünlichen Flüssigkeit, das Verhalten 
beim Erhitzen unter Essigsäurezusatz ist also nicht charakteristisch. 


6. Reaktion auf Formaldehyd durch Erhitzen mit Pepton, Eisen- 
chlorid und Salzsäure negativ. 

7. Prüfung auf Furfurol mit Anilinacetatpapier (im Dampf des 
erhitzten Destillats) negativ; ebenso beim Zusatz von Phloroglucin in 
salzsaurer Lösung, im zweiten Destillat (von 50 ccm) jedoch leichte 
Grünfärbung. 

8. Erhitzen mit Sesamöl und Salzsäure: das Öl wird etwas stärker 
gelb, jedoch nicht rot. 

9. Reaktion auf Formaldehyd nach Schrywer (mit Natronlauge) 
anscheinend nicht ganz negativ, wenigstens tritt Orangefärbung auf: 
beim Erhitzen mit etwas Eisessig wird die Mischung zuerst dunkelrot. 
dann schmutzig verfärbt, trübe, grünlich; nach 24 Stunden grünlicher 
Niederschlag unter einer gelben Flüssigkeit, der Niederschlag ist ganz 
oder zum Teil Berlinerblau. Kontrollprobe nicht ganz negativ. 

10. Erhitzen mit starker Salpetersäure: leichte Gelbfärbung, die 
beim Übersättigen mit Natronlauge schwach zitronengelb wird. 

ll. Eine bisher nicht berührte charakteristische Reaktion zum 
Nachweis der Brenztraubensäure ist die von Emil Fischer und 
Jourdan?) aufgefundene, von Mörner (l.c. 42, 122) ausführlich be- 
handelte Bildung des Phenylhydrazons durch Einwirkung von salz- 
saurem Phenylhydrazin auf die schwach mit Salzsäure angesäuerte 
wässerige Lösung der Brenztraubensäure. Sie gelang unmittelbar 
an dem Bestillat nieht, wohl aber, als ein oder mehrere Destillate 
aus im ganzen 20 g Horn mit NaCO, neutralisiert, die Lösung auf 
dem Wasserbade stark eingedampft, angesäuert und mit einer 
filtrierten Lösung von salzsaurem Phenylhydrazin versetzt wurde, oder 
als in der betreffenden Flüssigkeit salzsaures Phenylihydrazin direkt 
durch Erhitzen gelöst wurde. Die Flüssigkeit wurde dabei milch- 
trüb, beim weiteren Erhitzen klar; sie wurde schnell filtriert. Beim 
Erkalten schied sich das Hydrazon in gelben Nadeln aus. Dieses Ver- 


1) Ber. d. deutsch. ehem. Ges. 32, 3388, 1899 Daß die Anwendung 
von Diäthylamin statt Piperidin beim Nachweis von Acetaldehyd zu 
Irrtümern führen kann, haben Neuberg und Kerb schon (diese Zeitschr. 58, 
167, 1913) angegeben, später Stepp (diese Zeitschr. 127, 16, 1922). 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 16, 2241, 1883. 
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fahren hat den Vorzug, daß die zu prüfende Flüssigkeit nicht durch 
das Lösungswasser des salzsauren Phenylhydrazins verdünnt wird. 
Filtration war erforderlich zur Beseitigung harziger Schmieren, die 
aus dem nicht mehr ganz frischen salzsauren Phenylhydrazin stammten. 

Obwohl nach dem Ausfall der Reaktionen kein Zweifel daran sein 
kann, daß durch sie die Angabe von Mörner über das Vorkommen 
von Brenztraubensäure unter den Produkten der Hydrolyse zunächst 
von Hornsubstanz bestätigt wird, habe ich es doch für wünschenswert 
gehalten, das Verhalten einer Lösung von Brenztraubensäure (frisch 
von Kahlbaum bezogenes Präparat) von 0,1 und 0,2°%, zu prüfen, von 
dem Gedanken ausgehend, daß fast alle oben beschriebenen Reaktionen 
allgemeine Aldehydreaktionen sind. Das Verhalten der Brenztrauben- 
säure konnte gleichzeitig zu einer Art Schätzung der Quantität der 
abgespaltenen Brenztraubensäure dienen. Ich kann mich auf die An- 
gabe beschränken, daß die Reaktionen stärker ausfielen, als die der 
zweiten Fraktion des Destillats, möchte aber noch folgendes bemerken: 

l. Mit fuchsinschwefliger Säure war nach einer halben Stunde 
nur eine Andeutung von Violett bemerkbar. 

2. Reaktion mit der alkalisch-ammoniakalischen Silberlösung; 
nach einer halben Stunde nur schwache Bräunung, am nächsten Tage 
Silberspiegel. 

3. Reaktion mit Nitroprussidnatrium und NaOH intensiv, bei 
Zusatz von Eisessig schnell vorübergehende Purpurfärbung, dann Ent- 
färbung. 

4. Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin: violett, 
bleibend, jedoch mehr rot werdend. 

l 5. Sesamöl und Salzsäure wie beim Destillat des Hydrolysats. 

6. Reaktion nach Schrywer wie beim Destillat. 

7. Zusatz einer wässerigen Lösung von salzsaurem Phenylhydrazin, 
Ausscheidung von Hydrazon bei der Lösung von 0,2%, nicht bei 0,1%. 

Was die Gegenwart von Aldehyden im Destillat der Hydrolysate 
betrifft, so ist Acetaldehyd jedenfalls ausgeschlossen, da es sich in 
dem Will-Varrentrappschen, am oberen Ende des Kühlers angebrachten 
Absorptionsapparat nicht fand, für nicht völlig ausgeschlossen halte 
ich die Gegenwart von Spuren von Furfurol oder Oxymethylfurol?), 
vielleicht auch von höheren Homologen des Acetaldehyds. Für die 
Gegenwart von Aldehyden spricht sowohl das Verhalten zu fuchsin- 
schwefliger Säure, als auch zu Silberlösung + NH, + NaOH, die 
von Brenztraubensäure nur schwach reduziert wird. Es ist natürlich 
nicht daran zu denken, diesen Fragen anders als unter Verwendung 
großer Mengen von Material näherzutreten. Um sie indessen nicht 


1) Vgl. hierüber meine Mitteilung in dieser Zeitschr. 68, 341, 1915. 


16 E. Salkowskı: 


ganz unberücksichtigt zu lassen. habe ich einen Anteil der Destillate 
mit NaCO, neutralisiert bzw. alkalisiert und aufs neue destilliert. 
Wenn die genannten Körper anwesend waren, so mußten sie in das 
Destillat übergehen. Es wurden wiederum von 200 cem zwei Frak- 
tionen A und B von 100 bzw. 50 cem abdestilliert. Bezüglich der Reak- 
tionen von A wurde folgendes festgestellt: 1. Jodoformbildung nach- 
zuweisen: 2. Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure nach einer halben 
Stunde deutlich. allmählich ziemlich stark werdend; 3. Reaktion 
mit AgNO3 NH, und NaOH: nach einer halben Stunde leichte 
Bräunung. allmählich zunehmend. 

Die Reaktionen von B waren ebenso, nur die Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Säure schon nach einer Viertelstunde ziemlich stark. 

Anscheinend selbstverständliche Voraussetzung für die Beweis- 
kraft dieses Versuches ist natürlich. daß beim Destillieren einer mit 
NaCO, neutralisierten bzw. alkalisierten Lösung von Brenztrauben- 
säure keine die genannten Reaktionen gebenden Körper übergehen. 

jas trifft nun streng genommen nicht ganz zu, die Jodoformreaktion 
ist im Destillat allerdings negativ, die Reaktion mit fuchsinschwefliger 
Säure ist aber nicht ganz negativ. auch die Reaktion mit A NO, + NH, 
-+ NaOH führt zu einem, wenn auch sehr schwachen positiven Resultat. 
Ob diese Reaktionen von einer Verunreinigung der Brenztraubensäure 
herrührten oder von einer Dissoziation des Na-Salzes, muß dahin- 
gestellt bleiben. Gegen letztere Annahme spricht allerdings der Mangel 
der Jodoformbildung im PDestillat. 

Da ich beabsichtigte, die Quantität des aus Horndialysat zu er- 
haltenden Jodoforms zu bestimmen. so mußte untersucht werden, 
ob die Brenztraubensäure durch Destillation vollständig oder nahezu: 
vollständig zu erhalten ist. Hierzu diente der nach dem Abdestillieren 
der zweiten Fraktion von etwa 50 cem im Kolben gebliebene Rück- 
stand. Es wurden 150cem Wasser in den Kolben gebracht und wiederum 
150 eem abdestilliert. Diese Operation wurde viermal wiederholt, erst 
im letzten Destillat konnte man die Jodoformreaktion als sehr schwach 
bezeichnen, den jodoformgebenden Körper vollständig in das Destillat 
überzuführen, gelingt aber wohl überhaupt nicht. Die beiden letzten 
Destillate gaben auf Zusatz von Silbernitratlösung (ohne NH, und 
Na OH) Gelbfärbung. die sich bald zu gelblichen Flöckehen verdichtete; 
die Flöckehen sehrumpften beim Erhitzen und wurden schwarz. Die 
Erscheinungen hängen offenbar von einem merklichen Gehalt an 
schwefliger Säure ab. Dementsprechend entstand auch beim Erhitzen 
mit Mercurichlorid ein reichlicher weißer Niederschlag. Bezüglich der 
Jodoformbestimmung in den Destillaten erscheint mir noch eine Be- 
merkung nicht überflüssig. Wie erwähnt. waren die Hornspäne mit. 
Alkohol ausgekocht. Trotz aller Sorgfalt beim Trocknen war es nun 
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immerhin doch denkbar, daß ihnen noch etwas Alkohol anhing. Um 
dies zu prüfen, wurden etwa 10g Hornspäne in den Destillierkolben 
gebracht und mit 200 ccm Wasser destilliert. Bei Zusatz von Jodjod- 
kaliumlösung und Natronlauge machte sich eine leichte Trübung 
bemerkbar. | 

Es schien mir geboten, das Verhalten rein wässeriger Lösungen 
von Brenztraubensäure beim Destillieren zu untersuchen. Auch hierbei 
zeigte sich, daß die Säure sehr schwer in das Destillat übergeht, selbst 
aus stark schwefelsäurehaltigen Lösungen. 

20 ccm einer Lösung von 2°/,, wurden mit 156 ccm Wasser und 
24 ccm Schwefelsäure versetzt, so daß das Volumen 200 ccm betrug 
und hinsichtlich der Schwefelsäurekonzentration mit den zum Zwecke 
der Destillation verdünnten Hydrolysaten übereinstimmte. Immer 
wieder zeigte sich die Erscheinung, daß die zweiten Fraktionen von 
50 ccm stärkere Reaktionen geben wie die ersten. 

Das Ergebnis machte mich wiederum zweifelhaft, ob die Wirkung 
der Schwefelsäure in der Tat nur auf der Erhöhung des Siedepunktes 
beruht, oder nicht doch vielleicht auf der Bildung von Zersetzungs- 
produkten beim Destillieren. Um diese Frage zu entscheiden, mußte 
man der wässerigen Brenztraubensäurelösung einen erhöhten Siede- 
punkt geben. Hierzu wählte ich eine Lösung von Kaliumlactat von 
etwa 115° Siedepunkt. 135ccem dieser Lösung und l5 ccm 2proz. 
Brenztraubensäurelösung wurden gemischt und zunächst 75 ccm ab- 
destilliert = A. Bei Fortsetzung der Destillation konnten nur 20 ccm 
abdestilliert werden, da offenbar Zersetzungen eintraten (ölige Tropfen 
im Kühlrohr). Alle Reaktionen von Destillat A waren sehr schwach, 
die Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin negativ. Das 
zweite Destillat gab dagegen enorme Reaktionen. Mit der Voraus- 
setzung stimmt das Ergebnis nur teilweise überein, eigentlich hätte, 
wenn die Erhöhung des Siedepunktes ausschlaggebend ist, schon 
die Fraktion A starke Reaktionen geben müssen. Das ist aber 
nicht geschehen, und ob die Reaktionen von B beweisend sind, ist 
angesichts der zweifellos auftretenden tiefgreifenden Zersetzungen 
zweifelhaft. Unter diesen Umständen war noch die Anstellung 
eines Versuches geboten, die Erhöhung des Siedepunktes durch ein 
anorganisches Neutralsalz herbeizuführen. In 200 ccm einer Brenz- 
traubensäurelösung von 1?/ trug ich 100 g teilweise schon verwittertes 
Natriumsulfat ein, brachte es durch Erwärmen auf dem Wasserbade 
in Lösung und unterwarf die Lösung dann der Destillation. Es wurden 
zunächst 100 cem abdestilliert, dann weiter erhitzt, bis starkes Stoßen 
infolge der Ausscheidung von Natriumsulfat die Fortsetzung des Ver- 
suches unmöglich machte. Die zweite Fraktion betrug 52 cem, das 
Ergelnis war ein sehr auffallendes. Beide Destillate gaben außer der 
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Jodoformreaktion (bei B weit stärker als bei A) nur schwache Reak- 
tionen. Die Reaktion mit XNitroprussidnatrium und Natronlauge. 
sowie mit demselben und Piperidin fiel sogar zweifelhaft aus! Die 
Brenztraubensäure mußte sich also entweder im Rückstand finden oder 
sie war zerstört. Die erstere Alternative war zutreffend. Die im Destillier- 
kolben gebliebene salzhaltige Flüssigkeit gab starke Jodoformreaktion, 
intensive Reaktionen mit Nitroprussidnatrium + Natronlauge, sowie 
mit Nitroprussidnatrium und Piperidin, dagegen fiel die Silberreaktion 
und ebenso die Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure nur schwach 
aus. Jedenfalls steht so viel fest, daß die gesättigte Salzlösung das 
Übergehen der Brenztraubensäure in das Destillat fast vollständig 
verhindert hat. Hierin liegt wohl der Schlüssel für eine früher 
öfters gemachte auffällige Beobachtung. Wiederholt habe ich gesehen, 
daß, wenn ich Hydrolvsate oder 0.l proz. Lösungen von Brenztrauben- 
siure mit Natriumearbonat alkalisiert bzw. möglichst genau neutralisiert 
und dann destilliert hatte, nunmehr unter Ansäuern des Rückstandes 
mit verdünnter Schwefelsäure und Herstellung des früheren Volumens 
aufs neue destillierte. daß dann dieses Destillat nur schwache Reaktionen 
gab. Vermutlich ist auch hierbei die Salzwirkung im Spiele gewesen. 
Die weitere Verfolgung dieser doch sicher interessanten Verhältnisse 
lag außerhalb meines Arbeitsplanes. 

Ich gehe nun zu der Frage über. wie groß die Quantität des unter 
diesen Verhältnissen erhaltenen Jodoforms ist. Das Hydrolysat aus 
20 g Hornspänen wurde nach dem Verdünnen auf 200 cem möglichst 
weit abdestilliert, nach dem Erkalten in den Kolben eine dem Destillat 
entsprechende Quantität Wasser gebracht, aufs neue destilliert, dieses 
Verfahren so lange wiederholt. bis das letzte Destillat nur noch schwache 
Jodoformbildung zeigte. Die gesammelten Destillate wurden mit 
Natronlauge und Jodjodkaliumlösung versetzt, dazu kamen dann 
natürlich noch die einzelnen Proben —. am nächsten Tage filtriert. 
Es wurden 0.2118 Jodoform erhalten. Das Filtrat gab bei ernentem 
Zusatz von Jodjodkalium wiederum einen Niederschlag von Jodoform. 
zusammen 0.2456 g. also ungefähr ebensoviel wie aus (le Brenz- 
traubensäure. Ob eine Umrechnung statthaft ist, nach welcher die 
Brenztraubensäure etwa 0,5%, der Hornsubstanz entsprechen würde, 
mag etwas zweifelhaft sein, einen durchschlagenden Einwand dagegen 
vermag ich aber nieht abzusehen. 


2. Hydrolyse der Gelatine. 


Zu einem weiteren Versuch wählte ich eine von der Hornsubstanz 
möglichst weit abstehende Proteinsubstanz, nämlich den Leim in Form 
der besten käuflichen Gelatine in zwei Versuchen, von denen der eine 


—- 
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zu qualitativen Prüfungen diente, der andere zur annähernden Be- 
stimmung der Jodoformbildung. Das Hydrolysat wurde in derselben 
Weise verarbeitet wie bisher, auch hier zuerst 100 ccm A, dann 50 ccm B 
abdestilliert. 

Die Reaktionen stimmten mit den aus dem Horn erhaltenen voll- 
ständig überein, auch hier waren die Reaktionen von B stärker als 
die von A. 

Zur quantitativen Bestimmung des Jodoforms wurde ebenso ver- 
fahren wie bei den Hornspänen. Es wurden 0,5304 g Jodoform erhalten, 
also etwa doppelt soviel wie aus der Hornsubstanz, etwa 0,2 g Brenz- 
traubensäure entsprechend gleich 1% des Leims. Auch beim Leim 
zeigten sich die bei der Hornsubstanz angegebenen auffallenden 
Erscheinungen. Zunächst die, daß die alkalisierten Destillate bei 
der erneuten Destillation Destillate lieferten, die schwache Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Säure und ammoniakalisch-alkalischer Silber- 
lösung gaben, dann aber das Auffallendere, daß die Destillation des 
Rückstandes nach dem Ansäuern mit verdünnter Schwefelsäure und 
Auffüllen auf 200 cem nur sehr schwach reagierende Destillate lieferte, 
mehr erst nach Zusatz von 24 ccm konzentrierter Schwefelsäure. 


3. Hydrolyse von Bluteiweiß. 

Hierzu diente das nach meinem Verfahren bzw. dem von Hof- 
meister dargestellte Gesamteiweiß aus Blut in Form des trockenen 
Pulvers. Auch hier kamen 20 g auf 60 ccm der Schwefelsäuremischung 
zur Anwendung. Der Verlauf war in keiner Weise abweichend. Es 
wurde schon nach 2 Stunden auf Pepton untersucht und vollständiges 
Fehlen desselben konstatiert. Über das Verhalten der: aromatischen 
Atomgruppe ist schon bei der Hornsubstanz berichtet. 

Von dem auf 200 ccm verdünnten Hydrolysat wurden gewöhnlich 
zuerst 100 ccm abdestilliert A, dann 52 cem B. Beide Destillate ent- 
hielten feste Fettsäuren, von denen abfiltriert wurde. 

Die Jodoformreaktion, die Reaktion mit fuchsinschwefliger Säure, 
die Silberreaktion, die mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge 
fielen im Destillat A positiv aus, die letzte Reaktion bald gelb werdend, 
beim Erhitzen mit Eisessig noch schwächer gelb, dagegen blieb die 
Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin zweifelhaft. 

Das Destillat B zeigte sämtliche Reaktionen weit stärker; bei An- 
stellung der Silberreaktion fand sich am nächsten Tage ein schr schöner 
kontinuierlicher Silberspiegel in der ganzen Höhe der Flüssigkeit. Die 
Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin war zweifellos positiv. 

Die Flüssigkeit in dem Absorptionsapparat am oberen Ende des 
Kühlrohres enthält keinen Schwefelwasserstoff, dagegen ein wenig 
schweflige Säure. 

IM 
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4. Hydrolyse von Kasein. 


Angewendet wurde käufliches reinstes Kasein nach Hammarsten. 
Irgend eine Abweichung hinsichtlich des Verhaltens der Destillate aus 
den Hydrolysaten wurde nicht beobachtet. 


Zusammenfassung. 


1. Hornsubstanz, Eiweißkörper und Leim lassen sich durch zwei- 
bis dreistündiges Erhitzen mit einer Schwefelsäure, die in 100 ecm 
rund 73,6g H,SO, enthält — 2 Vol. HSO, 3 Vol. H,O — ohne 
wesentliche Bildung von Huminsubstanzen total hydrolysieren, wenn 
man auf l Gew.-Teil Substanz 3 Vol. dieser Schwefelsäure anwendet. 

2. Das Hydrolysat aus Hornsubstanz enthält den ganzen oder 
nahezu den ganzen Schwefelgehalt der Hornsubstanz, etwa 1,9%, vom 
Gewicht der Hormsubstanz Ammoniak, dagegen nichts oder fast 
nichts von den aromatischen Gruppen. Letzteres gilt auch für Eiweiß 
und Kasein. | 

3. Die Hydrolysate enthalten regelmäßig Fehlingsche Lösung 
reduzierende Substanzen in einer Menge von 12 bis 13% scheinbaren 
Zucker, beim Leim nur 7,6%, bezogen auf die aschefreie Trocken- 
substanz des Hydrolysats. Die reduzierenden Substanzen sind zum 
größten Teil durch: Phosphorwolframsäure fällbar. 

4. Alle Hydrolysate enthalten Brenztraubensäure, die K. A. A. 
Mörner schon beim Behandeln von Hornsubstanz mit schwacher Salz- 
säure gefunden hat. Ihre Menge ist gering, auf dem Umwege über 
Jodoform bestimmt, betrug sie beim Leim 1 °%, bei der Hornsubstanz 
noch weniger. | 

5. Außer der Brenztraubensäure entstehen, wie es scheint, nur 
Spuren von Aldehyden der aliphatischen Reihe und Furfurol. 


Zur Frage der Ureaseausscheidung im menschlichen Harn. 


Von 


Alfred Lublin. 
(Aus der Medizinischen Universitätsklinik zu Breslau.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1922.) 


Eine in der Biochemischen Zeitschrift, Bd. 128, Heft 4/6, dieses 
Jahres erschienene Arbeit von György und Stenström ‚Über Urease- 
ausscheidung im Urin eines Säuglings“‘ veranlaßt mich, schon jetzt 
über eigene Untersuchungen zu berichten, deren Befund nach meiner 
Ansicht zwar noch nicht spruchreif ist, sich aber mit dem Befunde 
der genannten Autoren deckt. György und Stenström fanden im frischen 
sterilen Harn eines gesunden Säuglings eine so erhöhte Alkalität bei 
ammoniakalischem Geruche des Harnes, daß sie zu der Annahme 
einer Ureaseausscheidung durch den Harn gelangten. 

Die Frage nach dem Auftreten des Ureasefermentes im tierischen 
Organismus ist von mir bereits in einer im Herbst 1921 beendeten ` 
Arbeit ‚Über eine besondere Wirkung des Ureasefermentes auf den 
tierischen Organismus’ (Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 92, 4./6. Heft, 
1922) aufgeworfen worden. 

In dieser Arbeit habe ich mitgeteilt, daß die subkutane Injektion 
verhältnismäßig hoher Dosen Ureaseferment (in Form von Sojabohnen- 
mehlmazerat) und ebenso verhältnismäßig hoher Dosen Harnstoff vom 
Kaninchen und von der weißen Maus bei zeitlich getrennter Verabreichung 
reaktionslos vertragen wird, daß jedoch die gleichzeitige Injektion von 
Ureaseferment und Harnstoff auch bei niedrigen Dosen zum baldigen 
Tode des Versuchstieres führt. Am Schlusse dieser Arbeit habe ich gesagt: 
„In weiteren Versuchsreihen wird der Frage nachgegangen werden müssen, 
ob der Nachweis von Ureaseferment im Blut und Harn bei Urämikern gelingt.“ 

Nachdem es mir nämlich im Laufe meiner Untersuchungen über 
die Folgen parenteraler Einverleibung des Ureasefermentes auf den 
tierischen Organismus gelungen war, die Fermentwirkung im Kaninchen- 
harn festzustellen, untersuchte ich systematisch den Harn bei allen 
Patienten, wobei ich die Beobachtung machen konnte, daß der Harn 
in drei Fällen von azotämischer Urämie die gleichen Alkalitätsverhält- 
nisse darbot, wie der Kaninchenharn nach parenteraler Darreichung 
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von Ureaseferment. Ich titrierte eine Mischung von Harn mit einer 
Harnstofflösung direkt jodometrisch mit n 10 Lösungen. um eindeutige 
Alkalitätsschwankunagen zu registrieren, und zwar ging ich in der Weise 
vor, daß ich eine Serie a) (sechs Stück) Erlenmeverkölbehen von 50cem 
Inhalt mit 2.0 Harn -- 5.0 (2°) Harnstofflösung. eine zweite Serie b) 
mit 2.0 Ham -- 5.0 H,O. eine dritte Neriie cl mit 5.0 (2°,) Harnstoff- 
lösung und eine vierte Serie d) mit 2.0 Harn — 5.0 H,O und einer Messer- 
spitze Ureasetrockenferment beschiekte. sie 24 Stunden bei 37° im 
Thermostaten hielt und dann jodometrisch titrierte (analog der von 
A. Hahn angegebenen Ureasemethode zur quantitativen Harnstoff- 
bestimmung). In jedes Kölbehen wurden drei Tropfen Toluol hinzu- 
gegeben. Das Prinzip der von mir angewandten Methode zur Regi- 
strierung einer Ureasefermentwirkung sollte darin bestehen, daß ein 
fermenthaltiger Harn einen Teil der neutralen Harnstofflösung in 
Ammoniumcearbonat zersetzt, so daß bei positivem Ausfall der Probe 
die Alkalität der Serie a) die der Serie b) um das Vielfache übertreffen 
mußte. Der Umschlag beim Titrieren von dunkel nach farblos geht 
bein 10 Lösungen bei jeder beliebigen Lichtquelle so scharf vor sich. 
daß auf diese Weise ein objektives Arbeiten mòzlich ist. Der Einfach- 
heit halber vergleiche ich den Verbrauch an n 10 Salzsäure in den vier 
Serien, der sich für einen beliebigen Harn in der Regel beispielsweise 
für Serie cl auf 0.00, für Serie b) auf 0,6), für Serie a) ebenfalls auf 
0.60 und für Serie d) auf 5.15 eem n 10 HU] beläuft. Lasse ich diesen 
Harn tagelang stehen. so steigt natürlich allmählich die Alkalität ın 
mäßigem Grade. so daB sich beispielsweise für b) 0.95 und für a) eben- 
falls 0.95 cem Salzsäureverbrauch feststellen. Da es mir bei meinen 
tastenden Versuchen auf vue nitt Resultate ankam, so habe ich 
Differenzen an Salzsäureverbrauch in den Serien a) und b) bis zu 0.5 ccm 
in die Fehlergrenze einbezogen! Bei kritischer Beobachtung aller 
dieser Momente ist es mir nun in der Tat gelungen. in drei Fällen von 
echter Urämie die annähernd gleichen hohen Werte wie für die Serie d) 
zu erhalten. während sich der Wert für die Serie b) durchaus innerhalb 
der normalen Wertzone hielt, z. B. 


Serie a) = 9.73 eem n 10 HC, 
b) = 0.85 ,, ” e 
5 GH. = 0.075 Ar DÉI 29 
ei, d) = RE. Ze o „» (= 6,9 pro mille Harnstoff). 


Auf Grund dieser drei positiven Befunde hielt ich mich aber noch 
nicht für berechtigt. meine in der oben zitierten Arbeit ausgesprochene 
Vermutung bestätigt zu sehen, dap nämlich in Fällen schwerer azotämischer 
Urämie tatsächlich Ureaseferment im menschlichen Organismus entsteht 
und ausaqrschieden wird. Der Einwand, daß trotz sterilen Auffangens 
des Harns eine bakterielle Zersetzung des Harnstoffes stattgefunden 
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hat, ist durchaus begründet, wenn mich auch Versuche mit dem hoch 
wirksamen harnstoffspaltenden Micrococcus candicans gelehrt haben, 
daß dieser Mikrokokkus selbst in verhältnismäßig dichter Aussaat 
den Harnstoff bei weitem nicht in dem Maße zu zersetzen vermag, 
wie ich es in den eben angeführten drei Fällen von Urämie beobachten 
konnte. Ein weiterer Einwand wäre der, daß die als Indikator der 
Harnstoffzersetzung dienende Harnstofflösung einen besonders günstigen 
Nährboden für etwaige harnstoffspaltende Mikroorganismen bildet. 
Nachträgliche Sterilisation der einzelnen Harnproben führen deshalb 
nicht zum Ziele, weil das Ureaseferment bei etwa 90° zerstört wird. 
und die Harnstofflösung bei Temperaturen über 50° in Ammonium- 
carbonat zersetzt wird. Von einer Veröffentlichung meiner Befunde 
habe ich bisher abgesehen, weil ich zunächst einmal eine größere Anzahl 
von Urämiefällen untersuchen wollte und ich mir ein endgültiges Urteil 
erst nach Abschluß einer größeren Reihe von Tierversuchen bilden 
zu können hoffte. Die Frage nach dem Auftreten eines ureo'ytischen (Ui 
Fermentes ‚vom Charakter der Urease‘ ist erst dann spruchreif, wenn 
es uns gelingt, aus dem verdächtigen Harn ein Präzipitat zu gewinnen, 
das Eigenschaften des Ureaseferments besitzt! Im Laufe weiterer Unter- 
suchungen muß an die Frage herangegangen werden, ob es im Tier- 
versuch gelingt, das Auftreten des Ureasefermentes im tierischen 
Organismus bei experimenteller Urämie nachzuweisen und darzustellen 
(durch Fällung mit Aceton oder Alkohol). Im Serum habe ich eine 
ureaseartige Wirkung, die analog der im Harn beobachteten gewesen 
wäre, bisher nicht einwandfrei feststellen können, was wohl zum Teil 
daran liegen mag, daß der Umschlag beim Titrieren der mit 2,0 cem 
Serum versetzten Harnstofflösung nicht so scharf ist wie bei der mit 
Harn versetzten. Sollte sich aber auf Grund weiterer einwandfreier 
Beobachtungen meine Vermutung über die Entstehung des Urease- 
fermentes im tierischen Organismus bei azotämischen Urämien als richtig 
herausstellen, so müßten wir heute wiederum der Anschauungen 
Frerichs vom Jahre 1851 über das Wesen der Urämie gedenken, die 
dahin präzisiert wurden, daß ‚die Verwandlung von Harnstoff in 
Ammoniumcarbonat im Blute bei Anwesenheit eines Fermentes die 
Ursache für das Zustandekommen der Urämie sei”. 


Komplementbildung in der Meerschweinchenleber. 
(Versuche am durchströmten Organ.) 


Von 
Otto Olsen. 
(Aus dem Hvgienischen Institut der Universität Freiburg [Prof. Hab ]). 


(Fingegangenam 2. Juli 1922.) 


Frühere Versuche (1) an der überlebenden künstlich durehströmten 
Meerschweinchenleber hatten ergeben, daß das serumfreie Organ 
durchgeleitete sensibilisierte, d. h. mit Amboceptor beladene Hammel- 
blutkörperchen auflösen, also Komplementwirkung ausüben kann. Die 
Auflösung trat in diesen Versuchen aber nicht immer deutlich in Er- 
scheinung und war erst nach Ablauf der dritten Stunde, von Beginn 
der Durchströmung gerechnet, zumeist nur angedeutet. 

Die Untersuchungen über die komplettierenden Organeigenschaften 
wurden dann an der serumfreien Hammelmilz und Hammelleber (2) 
fortgesetzt. Von den beiden Bestandteilen des Komplements, dem 
Endstück und Mittelstück. in welche dieses sich durch verschiedene 
Eingriffe bekanntlich zerlegen läßt. fand sich in beiden Hammel- 
organen nur Mittelstück, während Endstück sich nicht nachweisen 
ließ. Auch nach mehrstündiger Durchführung der Durchströmung 
trat in der Regel keine Auflösung der durchgeleiteten sensibilisierten 
Blutkörperchen auf. Diese erfolgte in ausgesprochener Weise nur dann, 
wenn dem Kreislauf künstlich reines FEndstück zugeführt wurde. Voll- 
ständiges Komplement ließ sich also in Hammelorganen nicht nach- 
weisen. Ob es sich bei dem nachgewiesenen Mittelstück um gespeicherte 
oder tatsächlich von den Organen produzierte Mengen handelte. konnte 
nicht entschieden werden. 

Zur Klärung der Frage über die Herkunft des Komplements oder 
seiner Bestandteile wurden daher weitere Versuche an der Meer- 
schweinchenleber angestellt. 

Berücksichtigt man die komplexe Konstitution des Komplements, 
das sich allem Anschein nach aus verschiedenartigen Bestandteilen 
aufbaut. so muß man es von vornherein für unwahrscheinlich halten, 
daß ein einzelnes Organ. Gewebe oder Zellsystem Komplement als 
fertiren Komplex produziert, sondern man muß vermuten, daß die 
Bestandteile des Komplements aus den verschiedensten Geweben 
hervorgehen und erst nach ihrem Übertritt ins Serum in ihrer Gesamt- 
heit die Komplement funktion ausüben. So haben die bisherigen Unter- 
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suchungen über die Herkunft des Komplements zu keinem Ergebnis 
führen können, weil dabei zumeist das Komplement als einheitlicher 
Körper in einzelnen Organen oder Zellen aufgesucht wurde, in denen 
man seinen Ursprung vermutete. Aus diesem Grunde mußten die 
Versuche scheitern, in welchen nach Exstirpation einzelner Organe 
durch den Ausfall ihrer Tätigkeit Komplementschwund im Serum 
erwartet wurde. Aber auch die Komplementkomponenten Mittelstück 
und Endstück konnten in Extrakten aus Leucocyten und verschiedenen 
Organen von Mensch und Meerschweinchen nicht nachgewiesen werden 
[Liefmann (3)). 

Nun vermögen Extrakte aus Organen oder zelligem Material 
wohl Aufklärung über den Gehalt an Bestandteilen zu geben, die bei 
der Extraktion gerade vorhanden sind. Da aber die Extraktion zumeist 
mit einer Beeinträchtigung der Zellfunktion einhergeht, so ist das Fehlen 
eines Bestandteils in einem Extrakt, der nicht unter physiologischen 
Bedingungen gewonnen wird, noch kein Beweis dafür, daß nicht doch 
in dem betreffenden Zellmaterial bei erhaltener Funktion innerhalb 
bestimmter Zeit eine Bildung dieses Bestandteils vor sich gehen kann. 
Ein Extrakt aus Zellen liefert uns eben gewissermaßen nur ein Moment- 
bild über deren Tätigkeit. Gerade der Durchströmungsversuch am 
überlebenden Organ aber gibt uns eher ein Bild über die Funktionen 
des Organs, die Produkte, welche es in einer bestimmten Frist bildet 
und über die Vorgänge, welche sich in ihm abspielen. 

Das Ergebnis der Durchströmungsversuche, die wir aus diesen 
Erwägungen heraus unter Berücksichtigung des komplexen Baues 
des Komplements anstellten, ist so eindeutig, daß es sich kurz in folgen- 
den Sätzen wiedergeben läßt: 

Leitet man durch die serumfreie überlebende Meerschweinchen- 
leber im künstlichen geschlossenen Kreislauf mit homologem Ambo- 
ceptor (3- bis 20fach) beladene Hammelblutkörperchen, so werden diese 
wohl gelegentlich, doch nie vor Ablauf der dritten Stunde nach Beginn 
des Versuches und dann auch nur zum Teil aufgelöst. 

Leitet man durch die künstlich durchströmte Meerschweinchen- 
leber persensibilisierte Hammelblutkörperchen, die also außer mit Ambo- 
ceptor auch noch mit Mittelstück!) (aber nicht mit Endstück) versetzt 


1) Als Mittelstück bzw. Endstück wird die Gesamtheit der Kom- 
plementbestandteile bezeichnet, die sich nach Kohlensäurebehandlung 
(Liefmann) des mit Wasser verdünnten Serums im Sediment bzw. Abguß 
findet. Die Herstellung der Komplementkomponenten erfolgte in der 
üblichen Weise mit allen Vorsichtsmaßregeln. Insbesondere kamen stets 
nur solche Konzentrationen für die Durchströmungsversuche zur Ver- 
wendung, die nur bei Anwesenheit beider Komponenten zur Auflösung 
sensibilisierter Blutkörperchen hinreichten. 


26 Otto Olsen: 


sind, so zeigt die kreisende Flüssigkeit durchschnittlich nach 45 Minuten 
bereits deutliche Rotfärbung. Diese nähert sich rasch der Intensität. 
die bei Auflösung sämtlicher durchgeleiteter Blutkörperchen zu er- 
warten wäre (drei Versuche). 

Bei Durchleitung von sensibilisierten Hammelblutkörperchen, die 
außerdem noch mit Endstück (aber nicht mit Mittelstück) versetzt sind, 
zeigt sich bereits nach 15 Minuten rasch zunehmende starke Hämol use, 
die nach etwa 20 Minuten den maximalen Grad erreicht (zwei Versuche). 

Zur Kontrolle, daß der Eintritt der Hämolyse tatsächlich durch die 
künstliche Zufuhr von Mittelstück bzw. Endstück gefördert worden war, 
wurde nach vollständiger Auflösung der eingeleiteten Blutkörperchen 
die kreisende Flüssigkeit entfernt, durch Ringerlösung ersetzt und diese 
mehrmals erneuert. Alsdann wurden sensibilisierte Blutkörperchen ohne 
sonstigen Zusatz durch die Organe geleitet, in denen sich bei Anwesenheit 
von künstlich zugesetztem Mittelstück bzw. Endstück rasche Hämolvse 
gezeigt hatte. Bei einstündiger Beobachtung zeigte sich dabei keine Rötung 
der Durchströmungsflüssigkeit (zwei Versuche). 

Es sei außerdem nochmals betont, daß die für diese Versuche 
verwendeten Mittelstück- bzw. Endstück-Blutamboceptorgemische nach 
mehrstündiger Beobachtung bei 37’ im Reagenzglase keinerlei Hämolyse 
zeigten. 

Die Auflösung der Blutkörperchen erfolgte in beiden. Fällen, auch 
bei Anwesenheit entweder von Endstück oder von Mittelstück in der kreisen- 
den Flüssigkeit erst nach ihrer Bindung ans Organ, eine Erscheinung, 
die in früheren Mitteilungen bereits ausführlich beschrieben wurde. 
Das ist anscheinend darauf zurückzuführen, daß auch bei künstlicher 
Zufuhr von Mittelstück oder Endstück in den Kreislauf die jeweilige 
fehlende korrespondierende Komponente vom Organ nicht in einer 
für die Hämolyse hinreichenden Menge an die Durchströmungsflüssigkeit 
abgegeben wird, sondern nur bei direktem Kontakt zwischen Organzelle 
und Blutkörperchen an letztere übertritt. Wir haben in der durch 
die Leber kreisenden Flüssigkeit, obwohl wir in jedem Versuch dies- 
bezügliche Proben ausstellten, nie Bestandteile des Komplements vor- 
gefunden. Trotzdem müssen an die sensibilisierten Blutkörperchen 
in unseren Versuchen jeweils mindestens eine der beiden Komponenten 
abgegeben worden sein, weil bei künstlicher Zufuhr von Mittelstück 
in den Kreislauf nur dann Hämolvse erfolgen konnte, wenn vom Organ 
Endstück geliefert wurde und ebenso bei Anwesenheit von Endstück 
eine Auflösung der Blutkörperchen nur bei Abgabe von Mittelstück 
seitens des Organs zu erwarten war. 

In Hanmelorganen war eine Hämolvyse der eingeleiteten Blut- 
körperchen nur dann erzielt worden, wenn Endstück künstlich zugeführt 
wurde, nicht aber, wenn die Blutkörperchen außer mit Amboceptor 
auch noch mit Mittelstück versetzt waren. Wir hatten aus diesen Er- 
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gebnissen folgen können, daß wohl Mittelstück, aber kein End- 
stück von den Hammelorganen in hinreichenden Mengen abgegeben 
wird. 

In der Meerschweinchenleber nun liegen die Verhältnisse wiederum 
anders. Hier tritt gelegentlich eine allerdings immer nur schwache 
Hämolyse von durchgeleiteten sensibilisierten Blutkörperchen auch 
ohne Gegenwart von Mittelstück oder Endstück auf. Wir können 
daher annehmen, daß die Meerschweinchenleber alle Bestandteile des 
hämolylischen Komplements abgibt, aber das nicht immer oder in unzu- 
reichenden Mengen. 

Der Eintritt der Hämolyse, der sich nie vor Ablauf der dritten 
Stunde zeigt, wird wesentlich gefördert, wenn durch das Organ gleich- 
zeitig reines Mittelstück geleitet wird, und noch weit stärker beschleunigt, 
wenn Endstück zugeführt wird. Im Gegensatz zu den Hammelorganen, 
wo eine Hämolyse nur bei künstlicher Zufuhr von Endstück eintrat, wird 
in der Meerschweinchenleber die Hämolyse entweder bei Mittelstück 
oder bei Endstückdurchleitung stark gefördert oder überhaupt erst er- 
möglicht. 

Dieses Versuchsergebnis erinnert an den Ausfall von Rengenzglas- 
versuchen, der Sachs und seine Mitarbeiter (4) zu der Annahme führte, daß 
auch das Mittelstück und das Endstück wiederum komplexen Bau besitzen. 
Wird Meerschweinchenserum mit Cobragift digeriert, so verliert es seine 
hämolvtische Fähigkeit. Diese wird aber sowohl durch Endstück als auch 
durch Mittelstückzusatz wiederhergestellt. Sachs nahm daher das Vor- 
handensein einer dritten Komponente des Komplements an, die durch 
Cobragift zerstört wird, und sich in beiden durch Kohlensäurefällung 
gewonnenen Fraktionen des Komplements also sowohl im Endstück wie 
im Mittelstück vorfindet. Daß es sich hier um eine besondere Komponente 
handeln mußte, ging besonders daraus hervor, daß 1, Stunde bei 55° und 
1, Stunde bei 54° erhitztes Serum, das sowohl die Endstück- als auch die 
Mittelstückwirkung verloren hat, das durch Cobragift seiner hämolytischen 
Wirkung beraubte Serum zu Testituieren vermag. 

Die Meerschweinchenleber hat mit anderen Worten in unseren 
Versuchen analoge Eigenschaften wie das durch Cobragift inaktivierte 
Meerschweinchenserum, in dem die dritte Komponente zerstört ist und 
dessen hämolytische Fähigkeit durch Zusatz sowohl von Mittelstück als 
auch von Endstück wiederhergestellt wird. 

Wir konnten daher vermuten, daß in der Meerschweinchenleber 
ein Bestandteil des Komplements in einer zur Hämolvse nicht immer 
hinreichenden Menge enthalten war, der in seinen Eigenschaften an 
die dritte Komponente erinnerte. Dann mußte aber auch bei Zusatz 
von solchem Meerschweinchenserum Hämolyse ausgelöst werden 
können, das durch Y,stündiges Erhitzen bei 55° die Gesamtmittel- 
und Endstückwirkung verloren hatte, in dem die thermostabilere 
dritte Komponente aber noch erhalten war. Das war nun tatsächlich 
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der Fall. Wurde durch die Meerschweinchenleber außer sensibilisterten 
Blutkörperchen noch zehnfach verdünntes, eine Viertelstunde bei 55° er- 
hitztes Meerschweinchenserum geleitet, das weder mit Mittelstück noch mit 
Endstück sensibilisierte Blutkörperchen löste, also weder Mittel- noch End- 
stückwirkung mehr besaß, so erfolgten schon innerhalb von 10 Minuten 
deutliche Auflösungserscheinungen der Blutkörperchen, und diese ver- 
vollständigten sich innerhalb weniger Minuten (zwei Versuche). 

Wir können also annehmen, daß die Meerschweinchenleber zwar 
einen Mangel an solchen Bestandteilen des Komplements und der 
beiden durch Kohlensäurefällung gewonnenen Fraktionen des Mittel- 
stücks und Endstücks aufweist, welche sich durch eine gewisse Thermo- 
stabilität auszeichnen, und also ein der dritten Komponente analoges 
Verhalten zeigen. Im übrigen werden aber im Durchströmungsversuch 
bei künstlicher Zufuhr dieser Komponenten alle übrigen Bestandteile 
des Mittel- und Endstücks in reichlichen Mengen abgegeben, so daß 
bei dieser Versuchsanordnung die Auflösung sensibilisierter Blut- 
körperchen rasch und vollständig in Erscheinung tritt. 

Es war nun von besonderem Interesse, zu erfahren, ob es sich bei 
den abgegebenen Bestandteilen des Komplements um nur gespeicherte 
oder tatsächliche produzierte Mengen handelte. 

Wir haben daher in einer Anzahl von Fällen Preßsaft aus serum- 
freien Meerschweinchenlebern auf seinen Gehalt an Mittelstück und 
Endstück untersucht. Weder der konzentrierte noch der rerdünnte 
Preßsaft allein oder bei Gegenwart von Iittelstück oder von Endstück 
hatte die Fähigkeit, selbst 0.5 ccm einer sensihilisierten 5proz. Blut- 
körperchensuspensiton zu lösen, dabei war er. wie besonders betont sei, 
frei von antikomplementären Eigenschaften. Wir können darauf ver- 
zichten, die Versuchsreihen, welche ein vollkommen eindeutiges Er- 
gebnis aufwiesen. hier wiederzugeben. 

Während also der Preßsaft aus der mit Ringerlösung durchspülten 
serumfreien Leber anscheinend ganz frei von Gesamtkomplement, 
Endstück und Mittelstück ist, wurden im Verlauf des einzelnen Durch- 
strömungsversuches von der einzelnen Leber durchschnittlich 90 bis 
100 cem Öproz. sensibilisierter Blutkörperchensuspension aufgelöst. 
Es muß sich also um eine nicht unbeträchtliche Abgabe von Kom- 
plementbestandteilen während der Dauer des Versuches handeln. Bei 
der Deutung dieses Ergebnisses hielten wir es einstweilen für das wahr- 
scheinlichste, daß in der Leber nach gründlicher Durchspülung die 
leicht löslichen Komplementbestandteile nicht mehr enthalten sind 
und infolgedessen sich im Leberpreßsaft nicht mehr nachweisen las 
im Verlauf des Durchströmunesversuchs aber tatsächlich frisch a 
werden und so an die Blutkörperchen übertreten und ihre Auflösung 
herbeiführen. E 
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Zusammenfassung. 


Die serumfreie Meerschweinchenleher vermag in Durchströmungs- 
versuchen sensibilisierte Blutkörperchen aufzulösen, eine Wirkung, 
die aber durch Zufuhr an sich nicht lösender Mengen von Endstück 
oder Mittelstück wesentlich beschleunigt wird, so daß immerhin ein 
Mangel an gewissen Komplementbestandteilen vorliegt. Anscheinend 
ist dieser Mangel in der Richtung der sogenannten dritten Komponente 
(Sachs) zu suchen. Bei künstlicher Zufuhr dieser Komponente (Serum 
1} Stunde 55°) im geschlossenen Kreislauf werden im Durchströmungs- 
versuch von dem serumfreien Organ alle: übrigen Bestandteile des 
Mittelstücks und Endstücks in reichlichen Mengen an zugeführte 
sensibilisierte Hammelblutkörperchen abgegeben und bewirken deren 
schnelle Auflösung. Da sich im Preßsaft der serunifreien Leber keine 
nachweisbaren Mengen von Mittelstück oder Endstück finden, so kann 
vermutet werden, daß es sich bei den im Verlauf der Durchströmung 
abgegebenen Komplementbestandteilen um von den Leberzellen pro- 
duzierte Mengen handelt. 
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Die Messung der Pufferung. 
Von 
Günther Lehmann. 


(Aus der experimentell-physiologischen Abteilung des Kaiser-Wilhelm- 
Institutes für Arbeitsphysiologie.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1922.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Die theoretischen Grundlagen. 


Die Erkenntnis der Tatsache, daß der überwiegende Teil aller 
biologischen Reaktionen in seinem Verlauf wesentlich von der Kon- 
zentration der Wasserstoffionen, bei welcher die Reaktion statthat, 
abhängig ist, ist in den letzten Jahren Allgemeingut der Physiologen 
geworden. Trotzdem ist für biologische Zwecke eine Lösung in bezug 
auf ihren Säurecharakter durch die [H] zwar besser als durch die Titra- 
tionsacidität, aber auch nicht vollkommen definiert. Ein allgemeines 
Beispiel mag das zeigen. Nehmen wir an, ein bestimmter biologischer 
Prozeß habe sein Optimum bei einer bestimmten Wasserstoffionen- 
konzentration, und nehmen wir weiter an, daß durch eben diesen Prozeß 
eine Säure gebildet wird, so wird die Folge scin, daß nach kürzerer 
oder längerer Zeit die optimale [H] nicht mehr besteht, der Prozeß 
selbst also dadurch beeinträchtigt wird. 

Wir können daraus den Schluß ziehen, daß es für biologische Zwecke 
schr häufig nicht nur auf die [H] ankommt, sondern auch, bildlich ge- 
sprochen, auf die Zähigkeit, mit der eben diese [H] anderen Emflüssen 
gegenüber festgehalten wird. Wir wollen diese Fähigkeit im folgenden 
als die Pufferung der Lösung bezeichnen. Die physikalisch-chemische 
Definition der in Frage stehenden Größe haben Koppel und Spiro!) 
und in allerjüngster Zeit Michaelis?) gegeben. Doch bieten diese Dar- 
stellungen, auf die wir im einzelnen noch zurückkommen werden, 
nicht die Möglichkeit, die Pufferung direkt zu messen. 

Der Zweck der vorliegenden Studie soll es sein, die Möglichkeit 
einer derartigen Messung zu erörtern und eine Methode dazu in Vor- 
schlag zu bringen. Den Ausgangspunkt unserer Betrachtungen wollen 


1) Koppel und Spiro, diese Zeitschr. 65, 409, 1914. 
2) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentrationen. 2. Auflage 1, 


Springer 1922. 
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wir dabei von den Anschauungen über die Ionengleichgewichte in 
den in Frage stehenden Flüssigkeiten nehmen. 

Betrachten wir zunächst reine Säurelösungen. In einer sehr ver- 
dünnten Lösung einer starken Säure ist fast der gesamte Säurewasser- 
stoff in Form von Ionen vorhanden. Werden durch irgendwelche 
Einflüsse freie H-Ionen daraus entfernt, z. B. dadurch, daß OH-Ionen 
zugesetzt werden, so ändert sich sofort die [H], die Lösung ist un- 
gepuffert. Unter denselben Bedingungen wird dagegen die Lösung 
einer schwachen Säure ihre [H] sehr wenig oder gar nicht meßbar 
ändern, weil an Stelle der weggenommenen H-Ionen andere Säure- 
moleküle dissoziieren. Eine solche Lösung ist nach unserer obigen 
Defirition gepuffert. Der Pufferungsgrad läßt sich charakterisieren 
durch das Verhältnis des undissoziierten Anteils der Säure zum disso- 
ziierten, denn je größer bei gleichen dissoziierten Anteilen, also bei 
gleicher [H], der undissoziierte Anteil ist, um so höher wäre der Puffe- 
rungsgrad. Der Pufferungsgrad ist hier also nichts anderes als der 
reziproke Wert der Dissoziationskonstanten, denn diese ist: 


wobei hier wie in folgendem durch [ ] die molare Konzentration der 
betreffenden Stoffe zum Ausdruck gebracht wird. D. h. also: Je 
schwächer die zur Herstellung einer bestimmten [H] verwendete Säure 
ist, desto stärker gepuffert erscheint uns die Lösung. 

Hätten wir es immer nur mit reinen Säurelösungen zu tun. so 
könnten wir uns mit der Dissoziationskonstanten, die wir ja dann 
leicht aus der [H] und der Normalität der verwendeten Säure aus- 
rechnen könnten, zur Bestimmung des Pufferungsgrades begnügen. 
Bei weitem am häufigsten wird aber die [H] einer Lösung durch Zusatz 
einer Lauge vermindert, wodurch natürlich das entsprechende Salz 
gebildet wird. Andererseits haben wir uns längst gewöhnt, zur Her- 
stellung einer bestimmten [H] nicht reine Säuren bzw. Laugen, sondern 
(Gemische von schwachen Säuren mit ihren Salzen bzw. von schwachen 
Laugen mit den ihrigen zu verwenden. Derartige Mischungen werden 
kurz als Puffer bezeichnet. Bej diesen Mischungen wird die Dissoziation 
der Säuremoleküle durch die Säureanionen, die von den stark disso- 
ziierten Salzen stammen, zurückgedrängt. 

Daraus folgt, daß bei derartigen Gemischen noch ein weiterer 
Faktor für die Pufferung von Bedeutung ist, das ist offenbar das Mengen- 
verhältnis zwischen der freien Säure und ihrem Salz. Die Pufferung 
wird um so stärker, je mehr die Säuredissoziation zurückgedrängt 
wird, also je mehr Salz vorhanden ist, andererseits wenn wir [H] als 
konstant, die Konzentration der Säure und entsprechend E als variabel 
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annehmen, je mehr freie Säure da ist. Das Maximum der Pufferung 
wird also bei konstant bleibender Summe von Säure plus Salz dann 
erreicht sein, wenn beide Teile möglichst groß, ihr Produkt also ein 
Maximum und jeder Teil die Hälfte der Gesamtmenge geworden ist. 
Nun ist aber die [H] in einem Säuresalzgemisch mit großer Annäherung: 
[Säure] 

[Salz] 

In unserem Falle ist Säure gleich Salz, es wird also [H] = k. In 
Worten heißt das: Das Maximum der Pufferung eines Säuresalz- 
gemisches ist dann erreicht, wenn die [H] numerisch gleich der Disso- 
ziationskonstante geworden ist. Zu dem gleichen Ergebnis, zu dem 
wir hier auf Grund einer einfachen Überlegung gelangen, kommen 
durch mathematische Ableitungen auch Koppel und Spiro, und auf 
einem etwas anderen Wege Michaelis. 

Außerdem gilt nach Koppel und Spiro auch die Umkehrung des 
Satzes: Für jede Wasserstoffionenkonzentration ist diejenige Säure 
mit ihrem Salz gemischt der beste Puffer, deren k numerisch gleich 
ist der [H]. Wir sehen also, daß hier die Dissoziationskonstante nicht 
die Stärke, sondern nur die [H] der optimalen Wirkung bedingt. Daraus 
folgt aber die Tatsache, daß die Stärke der Pufferwirkung unabhängig 
von der Art der Säure und nur abhängig von ihrer Äquivalentkonzen- 
tration ist. 

Als Maß für die Größe der Pufferung schlagen Koppel und Spiro 
den Ausdruck vor: 


[H] = k- 


Beil 2). 
Ip 

Dabei wird die Pufferung, oder, wie die Verff. zu sagen vorziehen, 
die Moderation aufgefaßt als der Quotient zwischen dem Plus an Säure 
oder Alkali (S), das im Vergleich zu einer pufferfreien Lösung (SO) 
zu einer bestimmten sehr kleinen Reaktionsverschiebung nötig ist, 
und der entsprechenden Ph-Änderung (4 p). 
IL 
S -, also als das Verhältnis 
IPh 
einer schr kleinen, zu einer sauren Lösung zugesetzten Laugenmenge 
zu der dadurch hervorgebrachten kleinen Ph-Änderung. 

Beide Definitionen gehen also von der gleichen Erscheinung der 
Ph-Änderungen bei Zusatz von Säure oder Lauge aus. Mit beiden 
Formeln kann man, wie die Verff. zeigen, bei bekannten Äquivalent- 
konzentrationen die Stärke der Pufferung berechnen. Beide Formeln 
können jedoch nicht ohne weiteres als Grundlage für ein messendes 
Verfahren dienen. schon deswegen nicht, weil die J-Werte einer Messung 
natürlich nicht zugänglich sind. 


Michaelis definiert die Pufferung als 
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Wie wir oben sahen, unterscheiden sich Lösungen verschiedenen 
Pufferungsgrades dadurch, daß sie ihre [H] in ungleich starker Weise 
festzuhalten vermögen. In Abb. 1 sind die wichtigsten Lösungstypen 
in schematisierter Form zusammengestellt. Kurve I ist die Kurve 
einer starken Säure bei Zusatz von NaO H, Kurve II die einer schwachen 
Säure, Kurve III, die sich prinzipiell von Kurve II nicht unter- 
scheidet, die eines Säure-Salzgemisches, Kurve IV ist die Kurve eines 
Lauge-Salzpuffers bei Zusatz von HCl und endlich Kurve V die 
Titrationskurve der Salze der dreibasigen Phosphorsäure. Die am 
wenigsten geneigt verlaufenden Teile dieser Kurve stellen diejenigen 
Punkte dar, wo jeweils zwei Salzstufen der Phosphorsäure in gleicher 
Menge vorhanden sind, für die Pufferung also Maxima bestehen. 








0 
HC bezw NaOH e: 
Ahh. 1. Abb. 2. 


Häufig haben wir es nun, z. B. bei Körperflüssigkeiten, aber mit 
Mischungen verschiedener Puffer zu tun. Das Kurvenbild, das wir 
dabei erhalten, stellt dann eine Kombination der oben im Schema an- 
gegebenen Kurven dar und kann ein recht unregelmäßiges Bild liefern. 

Das Ideal wäre es, zur Bezeichnung der Pufferung einer Lösung 
den ganzen Kurvenverlauf heranzuziehen, also die dieser Kurve ent- 
sprechende Gleichung aufzustellen. In der Praxis gibt das aber auch 
in relativ einfachen Fällen derart komplizierte Gleichungen, daß dieses 
Verfahren unmöglich erscheint. Wir brauchen in jedem einzelnen 
Falle auch gar nicht den ganzen Kurvenverlauf; denn die Pufferlösung 
wird ja in dem beabsichtigten Versuch immer nur eine Ph-Änderung 
in ganz bestimmten Grenzen erfahren. Mit diesem Stück der Kurve 
wollen wir uns begnügen und wollen dadurch noch weiter vereinfachen, 
daß wir dieses uns allein interessierende Kurvenstück zwischen der 
Ph der ursprünglichen Lösung und der Ph nach der Änderung durch 
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eine gerade Linie verbinden. Diese gerade Linie wird sich der ursprüng- 
lichen Kurve natürlich um so mehr anschmiegen, je kleiner die Differenz 
beider Ph ist. Die Neigung dieser geraden Linie gegen die Abszisse 
gibt uns dann ein Maß der Pufferung allerdings nur in einem ganz 
bestimmten Bereich. 

In Abb. 2 stellt MN ein Stück einer beliebig gewählten Kurve 
dar, die wie die obigen zu deuten ist. A zeigt die Ph von der wir aus- 
gehen. Setzen wir HCl zu, so gelangen wir zum Punkt B. Wir ver- 
binden A mit B durch eine Gerade und legen durch A die Parallele 
zur Abszisse. Nunmehr gibt uns der Winkel « ein Maß für die Pufferung 
auf dem Kurvenstück AB. 

Hätten wir mehr HCl zugesetzt, so wären wir etwa bis C gelangt 
und hätten dann einen Winkel ß gefunden, der, wie aus der Zeichnung 
hervorgeht, größer als æ ist. Es zeigt sich somit auch an der graphischen 
Darstellung, daß, wenn wir zur Charakteristerung des Pufferungsgrades 
den Winkel œ oder eine Funktion dieses Winkels wählen, der erhaltene 
Wert nur für ein bestimmtes Kurvenstück gilt. 

In dem Dreieck ADB ist uns die Seite BD bekannt, sie ist gleich 
der Differenz der Ph von A und B, also gleich Ph, — Ph,. Die Seite DA 
wird dargestellt durch die Menge der zugesetzten HCl (b). 

Dementsprechend ist: 

Ph, — Ph, 
en 


Die Tangente von e bezeichnet aber nicht eigentlich die Pufferung, 
sondern die ‚„Nachgiebigkeit“, denn bei ideal starker Pufferung wäre 
der Gong e Null und bei völlig fehlender unendlich. Wir helfen uns 
deshalb in der Weise, daß wir mit dem reziproken Wert dieser Größe 
arbeiten und setzen: 





tang.« = 


b.n 
dabei bedeutet a die Anzahl Kubikzentimeter der verwendeten Puffer- 
lösung, n die Normalität der zum Zusatz verwandten HCl. 

Lassen wir A und B bis auf eine sehr kleine Strecke aneinander- 





Pg = cotg.a = 


oO 


A , ' l : 
rücken, so wird der Ausdruck zu —. wir erhalten also die Michaelis- 


APh’ 
sche Formulierung für die Pufferung. 
Auf diese Weise finden wir jedoch nur den Pufferungsgrad gegen 
den Zusatz saurerer Lösungen. Wollen wir auch die Resistenz gegen 
alkalischere bestimmen, so müssen wir NaOH zusetzen. Im übrigen 
verfahren wir in der gleichen Weise. Es ist dann: 
C.n 


Pe Sr ya dan mug ante ne Fe 
” (Ph, — Ph,).« 
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Dabei ist c die zugesetzte Menge NaOH. Da in diesem Falle 


Ph, œ> Ph, ist, so wird der Wert für Pg negativ. Ein positiver Wert 
für Pg bedeutet demnach die Resistenz gegen saurere, ein negativer 
die Resistenz gegen alkalischere Lösungen. 


II. Methodik. 


Aus dem oben Gesagten geht hervor, daß wir für die Bestimmung 
des Pufferungsgrades außer der [H] der untersuchten Lösung noch 
eine zweite brauchen, die wir durch den Zusatz der Säure oder Lauge 
erreichen wollen. Die Wahl dieser [H], liegt in unserer Hand, und es 
fragt sich, wie dieser Punkt zu wählen ist. Je nach dem Zweck, zu 
dem wir die untersuchte Lösung verwenden wollen, wird die Wahl 
verschieden ausfallen. In den meisten Fällen wird es tunlich sein, 
als [H], diejenige [H] zu wählen, mit der die untersuchte Lösung in 
Kontakt gebracht werden soll. Handelt es sich beispielsweise darum, 
die Lösung einem Tiere zu injizieren, so wählen wir [H], gleich der [H] 
des Gewebes bzw. des Blutes. Handelt es sich darum, zwei Flüssig- 
keiten in vitro zu mischen, so ist nach Möglichkeit als [H], die [H] 
der Mischung zu nehmen. Bei stark gepufferten Lösungen können 
wir uns in bezug auf die Wahl von [H], eine gewisse Freiheit erlauben, 
denn bei diesen weicht die Titrationskurve in beschränktem Bereich 
nur sehr wenig von einer geraden Linie ab, damit ändert sich auch œ 
und der Pufferungsgrad nur minimal. 


Nachdem wir uns über die Wahl von [H], klargeworden sind, 
haben wir die Aufgabe, zu bestimmen, wieviel Säure oder Lauge be- 
stimmter Normalität zu der Lösung zugesetzt werden muß, um die [H] 
von Ph, auf Ph, zu bringen. 


Wir können das durch elektrometrische Titration. Bei der Ver- 
wendung der gewöhnlichen Wasserstoffelektroden würde eine große 
Anzahl von Einzelmessungen benötigt werden. In der Tauchelektrode 
zur elektrometrischen Titration haben wir eine Elektrodenform, die 
es gestattet, zu der untersuchten Lösung jederzeit Zusätze zu machen. 
Wir haben während des langsamen Zutropfens der Säure oder Lauge 
nur die Änderung des Potentials der Gaskette zu verfolgen und die 
Menge b der zugesetzten Flüssigkeit dann abzulesen, wenn das Potential 
Ph, entspricht. Die Tauchelektrode hat jedoch den Nachteil, daß 
sich bei ihr das Potential vor allem in der Nähe des neutralen Punktes 
nicht sehr genau einstellt. Für die Zwecke der eigentlichen acidi- 
metrischen Titration auf elektrometrischem Wege mag das wenig 
störend sein, weil es sich da um große Potentialsprünge handelt. Für 
unsere Zwecke ist jedoch die Tauchelektrode nur von beschränktem 
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Wert. Neuerdings hat Beard Hastings!) eine neue Elektrode angegeben, 
die die Verwendung von strömendem Wasserstoff gestattet und für 
diesen Zweck besser geeignet sein dürfte. 

Außerdem läßt sich unter Verwendung von Farbindikatoren in 
Anlehnung an das Michaelissche Verfahren zur Bestimmung der 
- H-Ionenkonzentration ohne Puffer?) ein sehr zweckentsprechendes 
Verfahren finden, das im folgenden beschrieben werden soll. Das 
Michaelissche Verfahren beruht auf der Tatsache, daß man bei ein- 
farbigen Indikatoren jeden Farbgrad einerseits durch eine bestimmte 
[H] herstellen kann, andererseits aber auch dadurch, daß man einer 
Lösung, die infolge ihrer [H] die maximale Farbtiefe bedingt, steigende 
kleine Mengen des Indikators zusetzt. 

Nach der Bestimmung der [H] Ph, stellen wir uns eine Lösung 
her unter Benutzung der von Michaelis angegebenen Kurve, die dem 
Farbgrad der Wasserstoffionenkonzentration Ph, entspricht, und lassen 
außer einer Bürette so viel HCl bzw. NaOH zu der ursprünglichen 
Lösung zufließen, bis sie eben diesen Farbton angenommen hat. Da 
sich aber dabei die Menge des Indikators im Verhältnis zur Gesamt- 
menge der Flüssigkeit ändern würde, fügen wir der als Zusatz ver- 
wendeten Säure oder Lauge von vornherein ebenfalls Indikator zu. 
In den meisten Fällen werden wir zur Titration mit 0,01 n-Säure oder 
Lauge auskommen, der wir je nach der Lage von Ph, Paranitrophenol 
oder Metanitrophenol zusetzen. Diese beiden Indikatoren umspannen 
das für biologische Zwecke in der Regel gebrauchte Bereich. Für außer- 
halb dieses Bereichs liegende Werte sind in entsprechender Weise e In. 
nitrophenol bzw. Phenolphtalein zu verwenden. 

Die Berechnung von Pg erfolgt nach der oben angegebenen Formel: 

b.n 
— (Ph; — Ph,).a’ 


für dio Resistenz gegen Säurezusatz und: 


Pg 


Doy -— 
Pe = (Ph i — Ph,).a’ 

für die Resistenz gegen Lauge, die sich jedoch noch dadurch verein- 
fachen lassen, daß wir n für die gewöhnlich verwandte 0,01 n-Lösung 
gleich 1 setzen. Wird ausnahmsweise 0,1l n-Lösung benutzt, so muß 
dann natürlich n = 10 gesetzt werden. Die Größe a können wir praktisch 
immer gleich 10 cem wählen und ebenfalls gleich 1 setzen. Dann ist: 
b C 


Dr i zu ba, 
H (Ph, — Ph,) A 


(Ph, — Dal 





1) Hastings, Beard, Journ. of Biol. chemistry 46, 463, 1921. 
2) Michaelis und Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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Durch diese willkürlichen Annahmen wird nicht nur die Rechnung 
vereinfacht, sondern auch erreicht, daß die Zahlenwerte der gebräuch- 
lichsten Pufferungsgrade zwischen 1 und 100 liegen, was für ein weiteres 
Arbeiten mit diesem Wert von Vorteil ist. 

Bei der Titration wird es manchmal vorkommen, daß es unmöglich 
ist, wirklich Farbgleichheit herzustellen, weil ein Tropfen Säure oder 
Lauge bereits einen scharfen Farbumschlag bewirkt. Das ist dann 
der Fall, wenn der Bereich der Pufferwirkung überschritten worden 
ist. Wir verwenden zur Berechnung von Pg dann diejenige Menge, 
bei der der Umschlag eintritt. Es sei bemerkt, daß das Eintreten eines 
derartig scharfen Umschlages oft ein Fingerzeig dafür sein wird, 
daß für den geplanten Zweck die Puffermischung unzweckmäßig 
ist, eben weil sich die Pufferwirkung nicht über die nötige Breite 
erstreckt. l 

Eine gesonderte Besprechung verlangt die Behandlung von 
Carbonatpuffergemischen, weil die Carbonatpuffer praktisch der einzige 
Fall sind, wo es beim Zusatz von Säure zu einem Entweichen eines 
integrierenden Bestandteils, nämlich der Kohlensäure in Form von 
CO, kommen kann. Bei der Titration von kohlensauren Salzen legt 
man Wert darauf, die Kohlensäure quantitativ zu vertreiben, und 
erreicht das dadurch, daß man während des Titrierens mehrmals auf- 
kocht. Wir wollen aber nur wissen, wieviel Säure wir zusetzen müssen, 
um von Ph, auf Ph, zu gelangen, und würden, wenn wir die Kohlensäure 
durch Erwärmen vertreiben wollten, dadurch auch H-Ionen aus der 
Lösung entfernen und zuviel Säure verbrauchen. Andererseits können 
wir es aber nicht verhindern, daß ein großer Teil der Kohlensäure 
auch ohne Erwärmen entweicht. Es wirft sich nun die Frage auf, ob 
trotz dieses Entweichens der Kohlensäure ein Titrationsverfahren für 
Carbonatgemische überhaupt zur Bestimmung des Pufferungsgrades 
anwendbar ist. Die Frage ist auf Grund folgender Überlegung zu be- 
jahen. Die Menge der entweichenden CO, ist außer der Temperatur 
und dem Druck nur abhängig von der [H], die die untersuchte Lösung 
annimmt. Die CO, wird also auch entweichen, wenn diese Änderung 
der [H] nicht durch den Zusatz von HCl, sondern durch die bei dem 
beabsichtigten Versuch eintretende Mischung bewirkt wird. Würden 
wir also bei unserer Titration das Entweichen von CO, verhindern, 
so bekämen wir kein getreues Abbild des zu erwartenden Vorganges. 
Bei höheren Temperaturen entweicht mehr CO, als bei niedrigeren, es 
wird daher bei Titration von Carbonatgemischen zu unserem Zwecke 
ganz besonders auf Temperaturkonstanz bzw. darauf zu achten sein, 
daß die Titration bei der gleichen Temperatur vorgenommen wird, 
wie der beabsichtigte Versuch. Weiterhin muß man gegen Ende der 
Titration sehr langsam zutropfen lassen, um der im Überschuß vor- 
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handenen Kohlensäure Zeit zu lassen, in die Luft zu entweichen, was 
durch Umschütteln zu beschleunigen ist. 

Hat man den Pufferungsgrad einer Lösung zu bestimmen, bei 
der aus irgend einem Grunde die oben beschriebene Titrationsmethode 
nicht anwendbar ist, so kann man den Pufferungsgrad ermitteln durch 
Mischen mit einer titrierbaren Pufferlösung und vor- und nachheriger 
Ph-Messung. Hierzu erscheint es notwendig, die Verhältnisse zu be- 
trachten, die sich beim Mischen zweier gepufferter Lösungen ergeben. 
Nehmen wir an, wir mischen m ccm einer Lösung A vom Ph,, deren 
Pufferungsgrad Pg, ist, mit n ccm einer Lösung B vom Ph, mit dem 
Pufferungsgrade Pg, und erhalten eine Mischung von Ph,, wobei wir 
noch die Annahme machen, daß die Pufferungsgrade Pg, und Pg, 
auf der Strecke Ph, bis Ph, bzw. Ph, bis Ph, gemessen sind. Dann 
sind die Änderungen der Ph beider Lösungen umgekehrt proportional 
den Pufferungsgraden und umgekehrt proportional den verwandten 
Mengen beider Lösungen: also: 


Nun ist aber: 


und: 
"Se "e, fi 
Setzen wir das in die obige Gleichung ein, so erhalten wir: 
n.c (Ph, — Ph,) Ph,— Ph, 
m.(Ph, — Ph,).b Ph, — Ph, 
n b 


In Worten läßt sich der Sinn dieser Gleichung folgendermaßen 
ausdrücken: Will man durch Mischen zweier gepufferter Lösungen 
eine Lösung von bestimmtem Ph erhalten, so sind die dazu erforder- 
lichen Mengen beider Lösungen umgekehrt proportional den Mengen 
an HCl bzw. NaOH gleicher Normalität, die man zu gleichen Mengen 
der Ausgangslösungen zusetzen muß, um das gewünschte Ph zu er- 
halten. Auch in dieser Form hat der Satz praktische Bedeutung, 
ist ja die Herstellung einer bestimmten Ph durch Mischen zweier 
Lösungen ein Erfordernis, das häufig an uns herantritt. Wir werden 
im nächsten Kapitel an Hand eines praktischen Beispiels noch darauf 
zurückkommen. Andererseits können wir mit Hilfe der Proportion 

b n 
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den Pufferungsgrad einer nicht titrierbaren Flüssigkeit ermitteln. In 
diesem Falle ist uns das Mischungsverhältnis n :m bekannt, bestimmen 
können wir den Wert e (b), er ist gleich der Menge NaOH (HCl), die 
wir zu der Zusatzflüssigkeit noch zufügen müssen, um das Ph der 
Mischung zu erhalten. Dann ist: 


ee (e en éi 
m n 
und der gesuchte Pufferungsgrad ist: 


Po = a c.n (= b.n 
8 = m (Ph, — Ph,) en (Ph, — SA 


Wir bezeichnen dieses Verfahren im Gegensatz zu dem direkten 
Titrationsverfahren als das indirekte. 


IH. Ausführung der Bestimmung. 


Zur praktischen Ausführung des Verfahrens benötigt man die 
in den Tabellen I bis III angegebenen Lösungen und die dem Praktikum 
für physikalische Chemie von L. Michaelis entnommene Kurve (Abb. 3). 








Tabelle I. 


Anwendungsbereich und Konstanten. 





| | Konstanten 

Indikator i Bereich Ba T Eh ) 
| 100 } 180 | 200 1309 | 40 

, | | 

#8-Dinitrophenol. ... ` 1,7— 44 |374 3.69 |368 362 . 3,56 
ae-Dinitrophenol. ... 20— 47 ZIL ; 4.06 | 4.05 | 3.99 | 3.93 
p-Nitrophenol .... 47— 719 7.27 '718 716 |704 6.93 
m-Nitrophenol .. .. 6.3— 90 ` 843 835 ; 8.32 i 8.21 809 


Phenolphtalein ` `, `. `. gn 108 ` eiehe besondere Tabelle. 
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Tabelle II. 
Phenolphtalein 18°. 























8, 16 oun | 0,55 | 9, 
0,014 8,50 0,21 | 9,20 0,60 ` 9,90 
0,030 8,60 0,27 ; 9,30 0,65 | 10,00 
0,047 8,70 0,34 9,40 0,70 10,10 
0.069 ` een | 040 | 950 | 075 | 1020 
0,090 8,90 0,45 ` 9,60 0,80: 10.30 
0,120 9,00 0,50 9,70 
Tabelle III. 
Herstellung der Lösungen. 
a m == 
Indikator f Lösung I | Lösung II Lösung Ill Lösung IV 
#-Dinitrophenol . gesättigte | 10 Tl. Lösung 1 | 10TI. 0,1n-HCI | 10 TI. 0,1 NaOH 


waässerige Lösung! 90 TI. Wasser | 10T1. Lösung I . 10 TI. Lösung I 
` , 80 Tl. Wasser ; 80 TI. Wasser 





«-Dinitrophenol . š | & | è » 
p-Nitrophenol , , ` Die wässerige | d / ` | $ 
i ` ösung | | 
m-Nitrophenol . . ) Din wässerige | 2 | S 
. , sung 
Phenolphtalein 'O,lgrin 75ccm ß R | e 
1 `" Alkohol | 
Jus ccmW asser; i : 


Die Lösungen sind bis auf die Spalten III und IV der Tabelle III 
die gleichen wie zur Ph-Bestimmung nach Michaelis. Von den Lösungen 
der Spalten III und IV wird man in den meisten Fällen nur Para- 
und Metanitrophenol und eventuell «-Dinitrophenol brauchen. Zur 
allgemeinen Technik sei noch bemerkt, daß man die Lösungen der 
Spalten III und IV zweckmäßig in den Vorratsgefäßen von Büretten 
mit automatischer Einstellung des Nullpunktes aufbewahrt. Büretten 
und Vorratsgefäße der NaOH-Lösungen müssen natürlich gegen das 
Eindringen von CO, geschützt werden. Zum Titrieren haben sich 
uns Präparatgläser von etwa 50 ccm Fassungsvermögen mit glattem 
Boden aus farblosem Glas bewährt. 

Einige typische Beispiele mögen die Ausführung der Bestimmung 
erläutern: 

I. Von einer farblosen Lösung, die in die Blutbahn eines Tieres 
injiziert werden soll, ist der Pufferungsgrad zu bestimmen! 

Wir bestimmen zunächst durch einen rohen Vorversuch im Umschlag- 
bereich welches Indikators das Ph unserer Lösung liegt und finden 
Paranitrophenol. Jetzt stellen wir uns entsprechend der Michaelis schen 
Vorschrift in einer Serie gleicher Reagenzgläser Lösungen her, die im Sinne 
einer geometrischen Reihe steigende Mengen der Paranitrophenollösung 
der Spalte IT und so viel 0,01 n-NaOH enthalten, daß die Gesamtmenge 
in jedem Gläschen 11 cem beträgt. Aus dieser Reihe suchen wir das 
Gläschen heraus, was die gleiche Farbtiefe hat, wie cin Gläschen mit 10 cem 
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unserer Lösung + l cem Paranitrophenol I. Wir finden als farbgleich ein 
Röhrchen, das 0,6 ccm der Lösung II enthält; dann ist der Farbgrad 
F = 0,06 !l. Aus dem Diagramm (Abb. 3, Kurve II) entnehmen wir,.daß 
ein F von 0,06 entspricht minus 1,2. Die Konstante für Paranitrophenol 
ist, wenn wir bei 19° arbeiten 7,17, das Ph unserer Lösung also 7,17 — 1,2 
= 5,97. 

Die Lösung soll injiziert werden, kommt also in Kontakt mit dem 
Blute, dessen Ph etwa 7,50 beträgt. Ph, ist also 7,5.7,5, liegt im Bereich 
des Metanitrophenols (siehe Tabelle). Wir haben eine 0,01 n-NaOH 
+ Indikatormischung herzustellen, deren Farbtiefe einem Ph von 7,5 ent- 
spricht. Die Konstante ist 8,335, hiervon muß man also 0,835 subtrahieren 
um 7,5 zu erhalten. Nach unserem Diagramm entspricht minus 0,835 einem 
F von 0,113. Eine Mischung von 1,13 zehnfach verdünnter Metanitrophenol- 
lösung (Spalte II) und 9,87 ccm 0,01 n-NaOH hat also die gleiche Farb- 
tiefe. Um besser vergleichen zu können, füllen wir eines unserer Titrier- 
gläschen (siehe oben) mit der doppelten Menge dieser Mischung. Nunmehr 
bringen wir in ein zweites Titriergläschen 10 ccm der zu untersuchenden 
Lösung, dazu l ccm Metanitrophenol I und lassen aus der Bürette mit 
Metanitrophenollösung IV, die einer 0,01 n-NaOH entspricht, so lange 
zutropfen, bis die Lösung die gleiche Farbtiefe angenommen hat, wie die 
einem Ph von 7,5 entsprechende Mischung. Die Farbvergleichung hat, 
da der Inhalt beider Gläser ja nicht der gleiche ist, nur in der horizontalen 
Durchsicht zu erfolgen. Die Farbgleichheit ist hergestellt, nachdem 8,2 cem 
zugetropft sind. Es ist zweckmäßig, jetzt etwa 10 Minuten zu warten, da 
sich die Farbtiefe nachträglich häufig noch etwas ändert. Wenn das der 
Fall ist, so ist durch weiteres Zutropfen von Lösung IV, oder wenn die 
Lösung zu dunkel geworden ist, von Lösung III die Farbtiefe zu korri- 
gieren, wobei dann die Menge der Lösung III von der der Lösung IV 
abzuziehen ist. Der Pufferungsgrad in diesem Falle ist: 

c = 8.2 
Ph,— Ph, 597 —75 

II. Es soll zu dem gleichen Zweck der Pufferungsgrad einer Lösung 
untersucht werden, deren Ph, wie der Vorversuch ergibt, im ‚Phenolphtaleın- 
bereich‘ liegt. Die genaue Ph-Bestimmung nach Michaelis ergibt Ph = 9,2. 
Wir stellen uns dieselbe Vergleichslösung her wie im vorigen Beispiel mit 
Hilfe von 2,26 cem meta-Nitrophenollösung II und 19,74 cem 0,01 n-NaO H. 
Das zweite Röhrchen enthält wieder 10 ccm der zu untersuchenden Lösung 
+ Leem meta-Nitrophenol I. Hierzu lassen wir jetzt meta-Nitrophenol III, 
das einer 0,01 n-HCl entspricht, zufließen und lesen nach 10 Minuten 1,3 cem 
ab. dann ist: 


Pg = = — 5,29. 


b _ 1.3 
Ph,—Ph, 92—75 
Die Lösung ist also wesentlich schwächer gepuffert wie die im Beispiel T. 

III. Zwei Pufferlösungen, von denen bekannt ist, daß das Ph der 
einen über, das der anderen unter 5,9 liegt, sollen so gemischt werden, daß 
das Ph der Mischung genau 5,9 beträgt! Temperatur 20°. 

Wir stellen zunächst eine Lösung her unter Verwendung von Paranitro- 
phenol, deren Farbtiefe 5,9 entspricht. Die Konstante beträgt 7,16.7,16 
— 5,9 = 1,26. Für minus 1,26 lesen wir im Diagramm 0,052 ab. Die Ver- 


Pg = 


= 070. 


1) Wegen Einzelheiten muß auf Michaelis, Praktikum d. Physik. 
Chemie verwiesen werden. Springer 192}. 


42 Günther Lehmann: 


gleichslösung enthält daher 1,04 ccm Paranitrophenol II + 20,96 cem 
0,0l n-NaOH. Wir füllen ein zweites Titriergläschen mit 10 ccm der alkali- 
scheren Lösung, setzen l] ccm Paranitrophenol I zu und lassen Paranitro- 
phenol III zufließen, bis die Farbtiefe der Vergleichslösung erreicht ist. 
Wir finden b = l4ccm. Das dritte Titriergläschen füllen wir mit 10 cern 
der saureren Lösung, setzen wieder l cem Paranitrophenol I zu und lassen 
Paranitrophenol IV zufließen, bis wiederum der gleiche Farbgrad erreicht 
ist. Wir finden c = 3,5ccm. In der gewünschten Mischung muß sich 
entsprechend der Gleichung 
m c 


n b 
die alkalischere Lösung zu der mehr sauren verhalten wie 3,5: 14. Die 
Probe auf die Richtigkeit läßt sich leicht dadurch machen, daß man 20 ccm 
der Mischung entnimmt und in einem Titrierröhrchen mit 2 ccm Paranitro- 
phenol I versetzt. Der Farbgrad entspricht dann genau dem unserer Ver- 
gleichslösung. 

IV. Es soll der Pufferungsgrad des Blutes bestimmt werden. 

Wegen der Eigenfarbe ist das im Beispiel I angegebene Verfahren 
nicht zu brauchen. Steht eine geeignete Titrationselektrode nicht zur 
Verfügung, so kommt das auf Seite 35 geschilderte Verfahren zur An- 
wendung. Wir bestimmen elektrometrisch das Ph des Blutes (in unserem 
Beispiel durch Schlagen defibriniertes Katzenblut), mischen im Verhältnis 
l:1 mit einem schwach sauren Phosphatpuffergemisch und bestimmen 
elektrometrisch das Ph der Mischung zu 6,93. Dann stellen wir uns in der 
üblichen Weise mit Metanitrophenol II und 0,01n-NaOH eine ent- 
sprechende Vergleichslösung her, versetzen 10 ccm der Phosphatpuffer- 
mischung mit l cem Metanitrophenol I und lassen Metanitrophenol IV 
zufließen, bis Farbgleichheit herrscht. Wir finden c = 5,4 ccm, dann ist: 

c.n 54.1 
Pg = ET Ae a an 
m (Ph, —- Ph,) 1. (7,42 — 6,93) 

Zur Bestimmung des Pufferungsgrades nach der alkalischen Seite 
verfahren wir analog mit einem Phosphatpuffergemisch, das alkalischer 
als das Blut ist, und finden: Pg = — 24. 

Bei der Bestimmung des Pufferungsgrades des Blutes hat man zu 
bedenken, daß uns hierbei vor allem der Widerstand interessiert, den das 
Blut den kleinen in vivo vorkommenden Ph-Änderungen entgegensetzt, 
es muß daher unser Bestreben sein, die Strecke Ph, Ph, möglichst klein 
zu wählen. Das können wir bei der geschilderten . Methode dadurch 
erreichen, daß wir 1. die Zusatzpufferlösungen nicht zu stark sauer und 
alkalisch wählen, 2. dadurch, daß der Pufferungsgrad dieser Lösungen 
nicht zu hoch ist, 3. dadurch, daß wir bei der Mischung relativ viel Blut 
mit relativ wenig Pufferlösung zusammenbringen. Man wird in diesen 
Forderungen so weit gehen, als es die Genauigkeit der Methode gestattet. 


= 11,02. 


IV. Beispiele für die Vorteile einer Messung des Pufferungsgrades. 


Schon in der letzten als Beispiel für die Messung des Pufferungsgrades 
gewählten Aufgabe lernten wir einen Fall kennen, wo die Messung der 
Pufferung ein unmittelbar biologisches und vielleicht auch klinisches 
Interesse hat. Ein näheres Eingehen auf die bei verschiedenen Tieren und 
verschiedenen Zuständen des gleichen Individuums gefundenen Änderungen 
muß einer späteren Arbeit vorbehalten bleiben. 
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Neben dem Pufferungsgrad des Blutes ist von biologischem Inter- 
esse die Pufferung des Gesamttieres. Atzler und ich!) haben diese 
Größe beim Frosch untersucht. Wir wählten dafür den Ausdruck 
‚„Pufferungspotenz des Gewebes‘, um damit keinerlei Urteil darüber 
vorwegzunehmen, ob diese Eigenschaft nur durch den Gehalt des 
Gewebes an Puffersalzen oder etwa noch durch andere Faktoren bedingt 
sei. Als Maß für die Pufferungspotenz verwandten wir die Reaktions- 
änderungen, die eine gepufferte Lösung bei der Durchleitung durch 
die Blutbahn des Tieres erfährt, und setzten sie gleich derjenigen Menge 
NaOH bzw. HCl, die bei der gleichen Menge derselben Lösung die 
gleiche Änderung hervorruft. Mit diesem Verfahren war es nicht möglich, 
die Pufferungspotenz mit einer einzigen Zahl zu charakterisieren. 

Eine Modifikation des indirekten Verfahrens zur Ermittelung des 
Pufferungsgrades schaffte diese Möglichkeit. Die Technik war folgende: 


Die hintere Extremität eines Frosches wurde in der Art des Läwen- 
Trendelenburgschen Präparates mit einer kräftig gepufferten Lösung durch- 
strömt, wobei dafür gesorgt war, daß von der ausströmenden Flüssigkeit 
nichts verloren ging und nichts mit der Haut in Berührung kam. Beides 
wurde in der einfachsten Weise dadurch erreicht, daß der durchströmte 
hintere Teil des Frosches an den Füßen aufgehängt wurde, und alle aus 
der Bauchvene und den, bei der Operation unvermeidlich eröffneten, kleinen 
Gefäßen abfließende Flüssigkeit frei abtropfen konnte und aufgefangen 
wurde. Die durchgetropfte Flüssigkeit wurde in das die zuführende Kanüle 
speisende Gefäß immer wieder zurückgegossen. In dieser Weise wurde 
die Durchströmung 5 bis 6 Stunden unterhalten. Auf Grund der in unserer 
oben zitierten Arbeit gesammelten Erfahrung kann man annehmen, daß 
sich in dieser Zeit zwischen dem Ph des Froschgewebes und dem der Lösung 
ein Gleichgewicht hergestellt hat. 

Wir haben jetzt das Gleiche gemacht wie bei der indirekten Methode 
zur Bestimmung des Pufferungsgrades. Wir haben eine bestimmte Menge 
der zu untersuchenden Puffermischung mit einer bekannten Menge einer 
anderen gemischt. Wir bestimmen das Ph der Mischung und finden den 
Pufferungsgrad nach der Formel: 

LW 
m (Ph, — Ph,) 

In unserem Falle ist c die Menge NaOH (0,01 n), die wir zu 10 ccm 
der Durchströmungslösung zusetzen müssen, um das Ph der Mischung 
(Ph,) zu erhalten. n ist die Menge der verwendeten Lösung, m das Gewicht 
des durchströmten Froschteiles, Ph, das Ph des Froschgewebes. Da es 
nicht möglich ist, die Reaggtion des lebenden Gewebes direkt zu messen, 
wendeten wir den Ausweg an, daß wir einen Frosch mit etwa 300 ccm reiner 
NaCl-Lösung in der oben angegebenen Weise wiederholt durchströmten 
und das Ph der auslaufenden Lösung maßen. Da eine pufferfreie Lösung 
sehr rasch und vollkommen das Ph annimmt, mit dem sie in Berührung 
kommt, so kann man annehmen, daß die so gefundene Reaktion recht 
genau die des Gewebes ist. Wir fanden 7,04. 


Pg = 


1) Atzler und Lehmann, Pflügers Arch. 193, 465, 1922. 
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Mit diesem Verfahren bestimmten wir die Pufferungspotenz ver- 
schiedener Frösche und fanden Werte, die für die Resistenz gegen Säuren 
hei 44 lagen, für die Resistenz gegen Laugen bei — 9,5. Der Unterschied 
der beiden Werte ist auffallend groß. Der Grund hierfür könnte darin 
liegen, daß das Ph des Gewebes mit 7,00 zu niedrig angenommen ist. Gleiche 
Werte für beide Pufferungsgrade würde man erhalten, wenn man das Ph 
des Gewebes zu 7,4 anninunt, da dieser Wert aber bestimmt zu hoch ist, 
so bleibt mit Sicherheit die Tatsache bestehen, daß die Resistenz gegen 
Laugen kleiner als die gegen Säuren ist, eine Tatsache, die bei teleologischer 
Betrachtungsweise nichts Befremdendes hat, da für den Organismus die 
Gefahr einer Ph-Verschiebung praktisch ja nur nach der saueren Seite 
besteht. Daß wir beim Blute die umgekehrten Verhältnisse fanden, liegt 
vielleicht an der Vorbehandlung. 

Atzler und ich konnten in der oben erwähnten Arbeit darauf hinweisen, 
von wie großer Bedeutung unter Umständen die Berücksichtigung des Puffe- 
rungsgrades einer zur Durchströmung verwandten Lösung ist und wie dieser 
in Wechselwirkung tritt mit der Pufferungspotenz des Organismus. Die 
zahlenmäßige Bestimmung des Pufferungsgrades führt uns auch hier weiter. 

Atzler und ich hatten in einer früheren Arbeit gezeigt!), daß bei der 
Durchströmung des Gefäßsysteins eines Frosches mit Flüssigkeiten ver- 
schiedener [H] der Kontraktionszustand der Gefäße eine Funktion der 
[H] ist. Es zeigte sich, daß die größte Gefüäßweite einem Ph von etwa 6 ent- 
sprach, daß aber bei steigender und fallender [H ] erst. in einem bestimmten 
Abstand von diesem Punkt, der mit dem isoelektrischen Punkt des Ei- 
weißes ungefähr überein- 


a a i i 
d d f 7 stimmt, die Kontraktion 
7 Z 3 4 5 6 7 8 9 ae a beginnt. Für die damals 
In Abb. 4 verwendete Gummiarahıi- 


kum-Ringerlösung lagen 
diese Punkte bei Ph=5 und Ph = 7. Im Laufe weiterer Untersuchungen ê) 
stellte es sich heraus. daß die Lage dieser Punkte sehr wesentlich von der 
Pufferung der verwendeten Perfusionslösung abhing. Wir konnten darüber 
folgende Zusammenstellung geben: In der Abb. 4 stellen die Punkte «, œ das 
Ph dar, bei dem unter Benutzung einer stark gepufferten Lösung eben die 
Kontraktion eintritt; die Punkte 3, 8 das gleiche bei einer schwach gepufferten 
Lösung; die Purkte 7, y bei einer pufferfreien Lösung. Wie man sieht, 
gruppieren sich die Punkte annähernd symmetrisch zu 6,2. Wir bestimmten 
nun nach unserer Methode die Pufferungsgrade der genannten, die Grenze 
der Kontraktion darstellenden Lösungen gegen Ph 7,0 und fanden: 


Ph P 
Pufferungsgrad ` stark" 5.65 — 8.16 
ge 6.60 — 9,17 
vs „Schwach 4,20 — 0,55 
Se 1,35 4+- 3,67 
j „Null“ AP — 0,11 


9,39 -+ 0,32 
Wir tragen in einer Kurve als Abszissen die Pufferungsgrade, als 
Ordinaten die Ph ab. (Abb. 5). Das positive und negative Vorzeichen der 
Pufferungsgrade, das, wie wir sahen, nur darüber Auskunft gibt, ob NaOH 
oder HCl zugesetzt wurde, bleibt dabei unberücksichtigt. 


1) Atzler und Lehmann, Pflügers Arch. 190, 118. 1921. 
2) Atzler und Lehmann, Le, 
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Die beiden Kurven, je eine für die Säure- und Laugenkontraktur, 
nähern sich asymptotisch der Ordinatenachse, was besagt, daß bei einer, 
praktisch nicht realisierbaren, Lösung 
vom Pufferungsgrad 0,0 überhaupt 
keine Kontraktion mehr eintreten 
würde. Ferner nähern sich die beiden 
Kurven einer Linie, die parallel zur 
Abszisse etwa bei Ph 6,2 verläuft. Das 
besagt, daß eine, ebenfalls nicht 
realisierbare, Lösung vom Pufferungs- 
grad 00 bereits unmittelbar auf beiden 
Seiten von 6,2eine Kontraktion hervor- 
rufen würde. Aus der Kurve können wir 
für jeden Pufferungsgrad die Ph-Werte 
ablesen, welche den Beginn der Säure 
und Laugenkontraktur darstellen. 


vi 
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Zusammenfassung. 


l. Die Möglichkeit einer Messung des Pufferungsgrades einer 
Lösung wird erörtert und gefunden, daß die Reaktionsänderung, die 
eine Lösung bei Zusatz von HCl bzw. NaOH bestimmter Normalität 
erfährt, hierzu verwendet werden kann. Der Pufferungsgrad wird 
ausgedrückt durch die Formel: 

B b Be c 

T Phi — ph, "` (Ph, — Ph,)’ 

dabei ist b (c) die Menge der zugesetzten HCl (NaOH), Ph, — Ph, 
die Reaktionsänderung. 

2. Ein der Michaelisschen Indikatorenmethode zur Bestimmung 
der [H] ohne Puffer nachgebildetes Verfahren gibt die einfachste Mög- 
lichkeit der Messung. 

3. Will man zwei Lösungen von verschiedenem Ph so mischen, 
daß die Mischung ein bestimmtes Ph hat, so sind die dazu nötigen 
Mengen der beiden Lösungen umgekehrt proportional denjenigen 
Mengen an HCl bzw. NaOH gleicher Normalität, die man zu den 
Ausgangslösungen zusetzen muß, um das gewünschte Ph zu erhalten. 

4. Der Pufferungsgrad von Lösungen, bei denen der Gebrauch 
von Farbindikatoren nicht möglich ist, kann durch Mischen mit einer 
bekannten gepufferten Lösung gefunden werden. 

5. Das gleiche Verfahren läßt sich zur Messung der ‚„Pufferungs- 
potenz‘“ des Gewebes verwenden. 

6. Es wird gezeigt, daß sich die von Atzler und Lehmann bei der 
Durchströmung von Fröschen mit verschieden stark gepufferten Lö- 
sungen erhaltenen Resultate mit Hilfe der neuen Methode graphisch 
veranschaulichen lassen. 


Pg 
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Der Löhnersche Randwulst am keimfreien Hof als Stütze 
des Arndtschen Grundgesetzes. II. 


Von 
Walter Seifert. 


(Aus dem Institut für Experimentelle Therapie „Emil v. Behring‘‘ 
Marburg, Lahn.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1922.) 


Die im Anschluß an Löhner unter anderen auch von mir vertretene, 
von Cobet und van der Reis dagegen bestrittene Auffassung, daB der 
sogenannte oligodynamische Randwulst nicht die bloße Folgeerscheinung 
besonders günstiger Ernährungsbedingungen sei, sondern daß bei seiner 
Entstehung auch die Anregung des bakteriellen Wachstums durch kleinste 
Mengen der oligodynamischen Substanz eine bedeutsame Rolle spielte, 
hatte ich mit folgenden experimentellen Feststellungen belegt (diese 
Zeitschr. 129, Heft 1, 1922): Ä 

l. Die Dimensionen des Randwulstes richten sich nach den für die 
celigodynamischen Substanzen vorliegenden Diffusionsbedingungen, während 
sie von den bestehenden Ernährungsbedingungen unabhänuig sind. — Dazu 
bemerken Cobet und van der Reis, ich hätte an keiner Stelle eine Wachstums- 
förderung gefunden, wo nicht zugleich auch Nährstoffbegünstigung bestand. 
Nun zeigt Abb. 2 meiner vorigen Arbeit an ein und demselben keimfreien 
Hof den Randwulst nach dem Teilungsstrich zu 2 bis 3 mal so breit, wie 
am Krümmungspol. Wollte man nun hier den gesamten Randwulst auf 
eine einheitliche Diffusion von Nährstoffen aus dem unbewachsenen Hof 
heraus zurückführen, so müßte man demnach annehmen, daß diese 
Diffusion nach den verschiedenen Richtungen hin ungleichmäßig erfolgt 
sei, eine Annahme, die sich mit den in der Kapillarchemie üblichen Vor- 
stellungen kaum vereinigen lassen dürfte. Sobald man den schmalen Ab- 
schnitt des Randwnulstes als Folge einer Nührstoffbegünstigung auffaßt, 
ist man auch genötigt, seine Breite als Cirenze der Nährstoffdiffusion 
anzusetzen. Wir haben also zum mindesten dort, wo der Randwulst diese 
Grenze überschreitet, einen Bezirk, in den die Nührstoffe bestimmt nicht 
hineindiffundiert sind und das Wachstum trotzdem unverkennbar ge- 
steigert ist. — Andererscits entspricht die Verbreiterung des Wulstes der- 
maßen der mm Experiment vorgenommenen oligodynamischen Ablenkung, 
daß der ursächliche Zusammenhang wohl kaum geleugnet werden kann. 

2. Gewisse Selbermünzen liefern auf mit Colibazillen bespateltem 
Endoagar einen Randwulst, der sich in seinem Ausschen von alimentären 
Begünstigungszonen völlig unterscheidet. Cobet und van der Reis geben zu, 
daß zur Erklärung dieser Tatsache die günstigen Ernährungsbedingungen 
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an der Wachstumsgrenze nicht ausreichen, sondern daß man hier auf die 
oligodynamisch wirksamen Substanzen als beteiligten Faktor zurück- 
greifen muß; doch halten sie der von mir vertretenen Reizwirkung die 
Möglichkeit einer Neutralisierung wachstumshemmender Substanzen ent- 
gegen, wie sie sich in dem von mir verwendeten Endoagar z. B. in Gestalt 
des Natriumsulfits geltend machen sollen. Einer derartigen Neutrali- 
sierungstheorie widerspricht jedoch die Überlegung, daß die bakterizide 
Wirkung von Metallsalzlösungen bekanntlich noch in Verdünnungen 
statthat, in denen das Metall chemisch kaum mehr nachweisbar ist; der 
Randwulst liegt aber noch jenseits der höchsten bakteriziden Verdünnung. 
Daß diese geringsten Mengen noch imstande sein sollen, mit irgend einer 
im Nährboden vorhandenen Substanz wie mit dem doch relativ reichlich 
vorhandenen Natriumsulfit in solchem Umfange chemische Reaktionen 
einzugehen, daß in praxi eine Entgiftung resultiert, ist wohl ausgeschlossen. 
Ebenso wenig dürfte in Anbetracht der engen Verknüpfung des Rand- 
wulstes mit dem keimfreien Hof eine unabhängige Entgiftung durch andere 
als die oligodynamischen Substanzen in Frage kommen. Zudem muß hier 
betont werden, daß sich die hier erwähnte Randwulstform durch ihre 
Üppigkeit nicht etwa nur von den alimentären Begünstigungszonen auf 
dem Eindoschen Nährboden, sondern auch von den alimentären Begün- 
stigungszonen auf gewöhnlichem, also natriumsulfit- und fuchsinfreiem 
Nähragar in auffallendster Weise abhebt. — Diese Üppigkeit, die jenen Rand- 
wulst der Colibazillen auf Endoagar auszeichnet, möchte ich nun in An- 
lehnung an die Untersuchungen Pringsheims über die Reizwirkung 
minimaler Giftmengen auf Schimmelpilze (Zeitschr. f. Bot. 6) dahin deuten, 
daß sich der — in unserem Falle oligodynamisch ausgelöste — Reizzustand 
der Colibazillen auf ihre Stoffwechselfunktionen überträgt und daß diese 
angeregte Stoffwechseltätigkeit durch den Milchzuckergehalt des Nähr- 
bodens auch praktisch in die Lage gesetzt wird, sich dem Grade der An- 
regung gemäß auszuwirken; bei Typhus- und Paratyphusbazillen dagegen, 
die ja Milchzucker nicht anzugreifen vermögen, habe ich auch auf Endo- 
agar derartige Bildungen niemals, sondern immer nur wie auf gewöhn- 
lichem Agar entweder gar keinen oder nur einen schwachen Randwulst 
gesehen (Münchn. med. Wochenschr. Nr. 50, 1920)!). — Demnach beruhen 
die von mir hervorgehobenen Unterschiede in den oligodynamischen Rand- 
wülsten einerseits auf graduellen Differenzen in der Stärke der Anregung, 
die die bakterielle Stoffwechseltätigkeit von den oligodynamisch wirk- 
samen Substanzen her erfährt, (= verschiedene -Randwulstformen auf 
gleichem Nährboden bei verschiedenen Münzsorten), andererseits auf 
Verschiedenheiten in dem Gehalt des Nährbodens an Nährstoffen und 
damit in der Möglichkeit, die erfahrene Funktionssteigerung auch wirklich 
praktisch auszunutzen (= verschiedene Randwulstformen bei gleichen 
Münzso”ten auf verschiedenen Nährböden). Dabei hängt die Stärke der 
Reizwirkung nicht nur von den biologisch bedeutsamen Eigenschaften 
der verwendeten Substanz, sondern auch von der Möglichkeit ab, gerade 
die zur Reizwirkung erforderliche Konzentration deı giftigen Stoffe ın einer 


1) Damit dürfte übrigens die von Cobet und van der Reis aufge- 
worfene Möglichkeit einer Neutralisierung giftiger Stoffe des Nährbodens 
als Ursache der Wachstumssteigerung auch experimentell widerlegt sein, 
da eine solche Entgiftung dem Bac. typhi wohl ebenso zugute kommen 
müßte wie dem Bac. coli. 
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praktisch genügenden Ausdehnung mit Hilfe unserer Methodik festzuhalten; 
je geringer das Reizvermögen, je schmaler die Reizzone und je steiler am Ort. 
der Reizzone das Diffusionsgefälle in der Gallerte ist, um so schlechter sind 
die Aussichten, einen Randwulst zu erhalten. Jedenfalls dürfte bereits 
das Experiment die Auffassung von Cohet und van der Reis widerlegt haben, 
so daß ein nochmaliges Eingehen auf ihre theoretischen Ausführungen 
wohl nicht erforderlich ist. Ich möchte ihre Arbeiten nur noch durch einige 
Literaturangaben ergänzen. — Neisser hat bereits 1906 auf das ‚‚Intensiv- 
wachstum an der Wachstumsgrenze‘‘ hingewiesen (Zentralbl. f. Bakt. I., 
Abt. Referate 38, Beiheft); als Ursache führt er das Abdiffundieren schäd- 
licher Stoffwechselprodukte (z. B. Säure), das Zudiffundieren von Nähr- 
stoffen und die Reizwirkung geringer Giftmengen an. Und Pringsheim 
hat sich erst kürzlich (Zentralbl. f. Bakt. II. Abt. 51) im Zusammenhang 
mit antibiotischen Stoffwechselprodukten, mit denen er ebenfalls keim- 
freie Höfe und Randwülste erhielt, sogar speziell mit unserer Frage be- 
schäftigt, ob die beobachtete Steigerung der Wachstumsenergie allein auf 
Nührstoffbegünstigung beruhe oder auch zugleich auf eine Reizwirkung 
zurückgeführt werden müsse. Bei seinen Untersuchungen am Randwulst 
selbst konnte er zwar zu keiner einwandfreien Entscheidung gelangen; 
doch fand er im Inneren des keimfreien Hofes— wie es ja auch bei der 
Oligodynamie geschildert wird — auffallende, unter normalen Bedingungen 
auch bei isolierter Aussaat nicht vorkommende Riesenkolonien, die die 
Reizwirkung der von ihm geprüften antibiotischen Stoffe deutlich doku- 
mentierten und damit auch den Einfluß einer solchen Reizwirkung auf die 
Entstehung des Randwulstes selbst außerordentlich wahrscheinlich machten; 
den Ernährungsbedingungen spricht er dagegen eine unterstützende Be- 
deutung zu. 

So muß ich denn auf Grund meiner eigenen wie entsprechender Ver- 
suche anderer Autoren an den von mir bislang angenommenen innigen 
Beziehungen zwischen der Reizwirkung minimaler Giftmengen (z. B. der 
oligodynamischen Substanzen) einerseits und der baktcriellen Wachstums- 
förderung in Forın von Randwülsten andererseits festhalten. 


Zur Frage der Entstehung der Löhnerschen Randwülste. 
(Bemerkungen zur Arbeit Seiffert +). 


Von 
R. Cobet und V. van der Reis. 
(Aus den Medizinischen Kliniken in Jena und Greifswald.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1922.) 


Um eine in Agar eingebettete Silbermünze bildet sich unter Um- 
ständen anschließend an einen sterilen Hof eine Zone besonders üppigen 
Bakterienwachstums aus. Löhner und in seiner Gefolgschaft Seiffert und 
andere beziehen diese Erscheinungen auf den wachstumfördernden Reiz 
einer bestimmten Konzentration des diffundierten Giftes, sie nehmen also 
einen Spezialfall des Arndt-Schulzschen biologischen Grundgesetzes an, 
das zwar sehr einleuchtend ist und durch mancherlei — von Seiffert in Teil ITI 
‚, seiner Arbeit zusammengestollte — experimentelle Untersuchungen 
gestützt scheint, immerhin aber in seiner allgemeinen Gültigkeit für alle 
Gifte unseres Erachtens noch nicht als bewiesen angesehen werden kann. 

Demgegenüber führen wir?) den Randwulst auf eine durch den Ablauf 
von Diffusionsvorgängen in unseren Platten zustandekommende Nähr- 
stoffbegünstigung zurück, also auf ein Prinzip, dessen wachstumbefördernde 
Wirkung an und für sich unbestritten ist. sSeiffert erkennt grundsätzlich 
die Möglichkeit einer derartigen Entstehung von Randwülsten an und 
zieht auch seinerseits die notwendige Folgerung, daß bei Annahme oligo- 
dynamischer (besser gesagt: sogenannter oligodynamischer) Randwülste 
ausdrücklich die Entstehung durch Nährstoffbegünstigung ausgeschlossen 
werden muß. Durch neue Versuche glaubt er dieser Forderung Genüge 
getan und die Berechtigung der Annahme oligodynamischer Vorzinge 
erwiesen zu haben. Das Urteil über die Beweiskraft. dieser neuen Versuche 
überlassen wir dem Leser, möchten nur darauf hinweisen, daß an keiner 
Stelle eine Wachstumsförderung gefunden wurde, wo nicht zugleich auch 
Nährstoffbegünstigung bestand. Der sicher alimentäre Randwnulst an den 
Schnittflächen geht ohne scharfe Grenze in den angeblich oligodynamischen 
über. Ser/fert stützt sich lediglich auf gewisse quantitative Besonderheiten 
in der Ausdehnung und Stärke der Randwülste und gibt selbst an, daß 
nur in etwa 25°, der Untersuchungen die Ergebnisse in seiner Sinne positiv 
ausgefallen sind. 


1) Diese Zeitschı. 129, 50, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 129, 73, 1922. 
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Neuerdings angestellte eigene Versuche haben uns gezeigt, daß Endo- 
agar eine Nährstoffbegünstigung weniger gut in die Erscheinung treten 
läßt als gewöhnlicher Agar. Bei letzterem bekommen wir an der Schnitt- 
fläche zu frisch angegossenem Agar regelmäßig einen Begünstigungswall, 
bei kleinen Endoplatten wurde er — entsprechend der Angabe Seifferts, 
S. 53 und 54 — öfters vermißt. Die von Seiffert beobachtete Erscheinung, 
daß bei Endoplatten der Randwulst um die Silbermünze herum stärker 
war als an der Schnittfläche zum frischen Nährstoff (S. 57 und 58) beweist 
trotzdem noch nicht, daß ein Wachstumsreiz einer bestimmten Konzen- 
tration des diffundierenden Giftes vorliegt; es könnte sich ebensogut um 
eine Verstärkung der Nährstoffbegünstigung durch Entgiftung schädlicher 
Bestandteile des Endoagars handeln. So wäre an eine Ausfällung des 
Sulfits durch diffundierende Silberionen zu denken. Bei großen Endo- 
platten konnten wir übrigens ein solches stärkeres Hervortreten des Rand- 
wulstes um die Silbermünze nicht feststellen. 

Seiffert macht uns den Vorwurf, daß unsere theoretischen An- 
schauungen über die Diffusionsvorgänge in Nährböden ‚dem komplizierten 
Charakter der tatsächlichen Verhältnisse zu wenig Rechnung“ trügen, da 
wir lediglich die Gesetze der Diffusion in flüssigen Medien auf die Vorgänge 
in den Agarplatten übertragen hätten. Selbstverständlich ist uns auch 
bekannt, daß mancherlei Einflüsse die Diffusion in Gallerten gegenüber 
derjenigen in Flüssigkeiten zu beeinflussen vermögen, durch die Mehrzahl 
dieser Faktoren wird aber lediglich die Diffusionsgeschwindigkeit, nicht 
aber der qualitative Ablauf der Diffusionsvorgänge, auf den es uns im 
wesentlichen ankommt. beeinflußt. v. Fürth und Mitarbeiter!) fanden dem- 
entsprechend auch in Gallerten für eine ganze Reihe von chemischen Ver- 
bindungen die Diffusionsgesetze gewahrt. Aus diesen Gründen schien uns 
die Heranziehung der Diffusionsgesetze für Flüssigkeiten erlaubt und, um 
überhaupt einen Einblick in den Ablauf der Vorgänge zu gewinnen, geboten 
zu sein. Die Möglichkeit von Fällungsreaktionen haben wir ausdrücklich 
in Erwägung gezogen und auch sonst die in Betracht kommenden Faktoren, 
ohne es jedesmal besonders erwähnt zu haben, berücksichtigt. Besonders 
betonen möchten wir aber, daß die wesentlichste Schlußfolgerung unserer 
Arbeit, daß nämlich die Randwülste durch Nährstoffbegünstigung ent- 
stehen, unabhängig von den gegebenen theoretischen Erörterungen sind. 
Unsere Anschauung setzt vielmehr lediglich voraus, daß im späteren Stadium 
des Versuches in der ursprünglich keimfreien Zone eine nunmehr wesentlich 
weniger schädliche Giftkonzentration herrscht. Daß das in der Tat der 
Fall ist, ist von uns nicht nu theoretisch abgeleitet, sondern, wie wir glauben, 
auch bewiesen worden, da wir in diesem Bezirk später Bakterien zum 
Wachstum bringen konnten, und zwar nicht nur bei Arsenplatten, sondern 
auch bei Silbermünzenversuchen (bei letzteren früher schon von v. Behring 
und Löhner beobachtet!). Die Behauptung Sei/ferts, wir hätten „die mit 
arseniger Säure gewonnenen Diffusionsergebnisse kurzerhand auf oligo- 
dynamische Prozesse übertragen‘, trifft somit nicht zu. Wenn, wie Seiffert 
es darstellt, der Ablauf der Diffusion in einem Nährboden wirklich entgegen 
unserer Annahme ganz unübersichtlich wäre, so würde dadurch also der 
Hauptschluß unserer Arbeit nicht berührt, weit eher würden Seifferts 
eigene Schlußfoigerungen entkräftet, denn diese setzen einen bestimmten, 


1) v. Fürth, Bauer und Piesch, Untersuchungen über Diffusions- 
vorgänge in Gallerten, III, diese Zeitschr. 100, 1919. 
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gesetzmäßigen Ablauf der Diffusionsvorgänge voraus. Seiffert bemängelt 
noch einzelne andere Punkte unserer Arbeit (so die Deutung der Entstehung 
der Liesegangsehen Ringe). Es handelt sich an den betreffenden Stellen, 
wie der Leser auch bemerkt haben wird, lediglich um Erklärungsversuche, 
die wir für zufällig beobachtete Erscheinungen auf Grund der gerade vor- 
liegenden Feststellungen gegeben haben. Wir würden selbstverständlich 
unsere Ansichten über diese Punkte ändern, wenn uns widersprechende 
Tatsachen in überzeugender Weise dargetan würden. Weiter verfolgt 
haben wir die betreffenden Fragen nicht, da sie für den Kernpunkt unserer 
Arbeit belanglos sind. Vor allem anderen erschien es uns nötig, zunächst 
einmal die Gesetze der Diffusion von arseniger Säure im Agar zu klären; 
Untersuchungen, die wir schon lange nach dieser Richtung hin begannen, 
haben sich leider durch äußere Umstände erheblich verzögert. 


4* 


Über die asymmetrische Synthese). 


Von 
Emil Erlenmeyer t und Hans Erlenmeyer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Biologischen Reichsanstalt 
für Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die von optisch aktiven Molekülen ausgehenden Kräfte, deren 
Wesen E. Erlenmeyer?) in seiner Theorie von der asymmetrischen 
Induktion eingehend beschrieb, treten besonders deutlich bei der 
sogenannten asymmetrischen Synthese hervor. 

Für die asymmetrische Synthese gibt Markwald?), dem zuerst 
die experimentelle Durchführung einer solchen gelang, folgende De- 
finition: 

sAsymmetrisehe Synthesen sind solche, welche aus symmetrisch 
konstituierten Verbindungen unter intermediärer Benutzung optisch 
aktiver Stoffe, aber unter Vermeidung jedes analytischen Vorganges optisch 
aktive Substanzen erzeugen.“ 

Alle bisher ausgeführten asymmetrischen Synthesen lassen sich 
ihrem Wesen nach in zwei Gruppen gliedern. 

Zu der einen gehören alle Synthesen, bei denen ungesättigte 
Gruppen, die mit einem optisch aktiven Radikal verbunden sind, 
durch Addition einfacher Moleküle in Gruppen mit einem asymmc- 
trischen Kohlenstoffatom übergeführt werden. Bei der Trennung 
der neu erzeugten asymmetrischen Gruppe von dem angewandten 
aktiven Radikal erhält man, wenn die asymmetrische Synthese ge- 
lungen ist, eine Verbindung, die mehr oder weniger stark nach der 
gleichen oder nach der entgegengesetzten Seite dreht als die mit der 
ungesättigten Gruppe verbunden gewesene aktive Substanz. 

Bei der zweiten von Markwald aufgefundenen Art einer asymme- 
trischen Synthese wird eine gesättigte Gruppe einer disubstituierten 
Malonsäure mit zwei verschiedenen Substituenten, die mit einem 
aktiven Alkaloid verbunden ist, durch Abspaltung einer Carboxyl- 
gruppe in eine neue Gruppe mit asvmmetrischem Kohlenstoffatom 


1) Siche nuch Dissert. von H. Erlenmeyer. Berlin 1922. 
2) Diese Zeitschr. 97, 198 u. 261. 
3) Ber. chem. Ges. 37, 349, 1368 u. 1012. 
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übergeführt!). Nach Abtrennung dieser letzteren von dem Alkaloid 
erhält man eine Verbindung, die optisch aktiv ist. 

Bezeichnet man die jeweils bei asymmetrischen Synthesen an- 
gewandten aktiven Moleküle mit asymmetrischem Kohlenstoffatom 
mit a und das damit primär in Verbindung gebrachte symmetrische, 
inaktive Molekül mit s, sowie das durch Umformung daraus gebildete 
neue Molekül mit asymmetrischem Kohlenstoffatom mit a,, so ergibt 
sich, daß für alle asymmetrische Synthesen die Umwandlung einer 
Verbindung as in aa, charakteristisch ist. 

Der Beweis des Gelingens der asymmetrischen Synthese ergibt sich 
aus der Aktivität der nach Zerlegung von aa, erhaltenen Verbindung a,. 
Allerdings wird selten das denkbar höchste Drehungsvermögen erzielt 
werden, da a, mehr oder weniger in der Racemverbindung vorliegen wird. 

Da bei der Umformung von sina, nur dann aktivesa, entsteht, wenn 
s mit einem aktiven Molekül a verbunden war, während die gleiche 
Umformung von s in a, inaktives, racemisches a, liefert, wenn s nicht 
mit einem aktiven asymmetrischen, sondern mit einem symmetrischen, 
inaktiven Molekül verbunden war, so folgt daraus, daß sich bei der 
asymmetrischen Synthese ein spezifischer Einfluß des aktiven Moleküls a 
auf die Umformung des symmetrischen Moleküls s in a, geltend macht. 

Vorstellbar ist dieser Einfluß nach der Auffassung von E. Erlen- 
meyer, wonach: 


„Das Wesen der von ungesättigten Verbindungen ausgehenden asym- 
metrischen Synthese nicht darin besteht, daß bei der Addition einfacher 
Moleküle an eine an sich symmetrische, ungesättigte Verbindung die Bildung 
des einen der denkbaren asymmetrischen Moleküle bevorzugt wird, sondern 
darin, daß die racemische ungesättigte Verbindung bereits vor der asym- 
metrischen Synthese vorzugsweise in der einen asymmetrischen Konfi- 
guration eingestellt wird, wodurch der partielle, asymmetrische Verlauf 
der Synthese bedingt wird.‘ 

Bei der Reduktion des Benzoylameisensäurebornylesters zu Mandel- 
säurebornylester ist nach dieser Anschauung das Kohlenstoffatom 
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Abb. 1. Abb. 2. 


der Carbonylgruppe durch den Einfluß des Bornyls in eine der beiden 
möglichen isomeren Formen (Abb. 1 und 2) eingestellt, die dann bei 
der Reduktion festgehalten wird. 


1) Siehe diese Zeitschr. 64, 366. 
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Auch die interessante Beobachtung einer ‚asymmetrischen Um- 
lagerung‘‘ von Leuchs!) läßt sich sehr gut auf Grund der Erlenmeyerschen 
Vorstellungen verständlich machen. 

Leuchs berichtet über folgenden Befund: 


Die durch Reduktion des Nitrobenzylmalonesters erhaltene Hydro- 
carbostyril ß-carbonsäure ergab bei der Trennung in die optischen Kom- 
ponenten mit Hilfe des Chinidinsalzes ausschließlich rechtsdrehende Säure; 
die l-Form war vollkommen verschwunden. Die ganze Salzmenge schied 
sich einheitlich ab. Leuchs erklärt diese auffallende Tatsache so, daß eine 
Umwandlung der l-Form in die d-Form über die symmetrische Enol- 
verbindung stattgefunden hat. Es wird das Gleichgewicht dauernd zu- 
gunsten des d-Salzes verschoben, da dieses auskristallisiert. 

In der KErlenmeyerschen Anschauung wirkt die so im Überschuß be- 
findliche l-Form induzierend auf die gleichfalls vorhandene ungesättigte 
Enolform, so daß diese in die schwerlösliche d-Form eingestellt wird und 
zur Abscheidung gelangt. 

Leuchs nennt die eigenartige Reaktion in Anlehnung an die asym- 
metrische Synthese ‚„asymmetrische Umlagerung“. Bei ähnlich konsti- 
tuierten Verbindungen beobachtete er dieselbe Erscheinung. 


Die Fähigkeit, die Überführung ungesättigter Verbindungen in 
bestimmter Weise zu beeinflussen, ist allen aktiven Molekülen eigen 
und kann unter geeigneten Versuchsbedingungen festgestellt werden. 
Es zeigt sich dabei, daß die optischen Antipoden einer Verbindung 
auch in dieser Beeinflussung entgegengesetzt sind, so ruft z. B. d-Phenyl- 
milchsäure —>1-Zimtsäuredibromid hervor und 1-Phenylmilchsäure 
-> d-Zimtsäuredibromid. Es erlaubt aber die asymmetrische Synthese, 
auch verschiedene aktive Körper in ihrer asymmetrischen Wirkung zu 
vergleichen. Dabei ist zu beachten, daß die Richtung der optischen 
Aktivität in keinerlei gesetzmäßiger Beziehung zu dieser asymmetrischen 
Wirkung steht. 

Man kommt so zu zwei Reihen von Verbindungen, die wir im 
folgenden mit D-(rechts-Jasymmetrisch wirksam bezeichnen wollen, 
wenn sie linksdrehendes Zimtsäuredibromid, und als L-(links-)Jasymme- 
trisch wirksam, wenn sie rechtsdrehendes Zimtsäuredibromid indu- 
zieren würden. 

Die Zuweisung einer aktiven Substanz zu einer dieser Reihen 
erfolgt also aus anderen Gründen, als wie sie E. Fischer seinerzeit 
veranlaßt haben, z. B. der Lävulose die Bezeichnung d-Fructose bei- 
zulegen. | 

Die genetischen Beziehungen, die E. Fischer benutzte, um eine 
Substanz in eine der beiden hypothetischen, auf d- und 1-Glucose 
bezogenen Reihen einzuordnen, geben einwandfreie Resultate nur bei 
den nächstverwandten Körpern, wie z. B. Dextrose und Lävulose, 


1) Ber. chem. Ges. 54, 830, 1921. 


Über die asymmetrische Synthese. 55 


denen drei gleiche asymmetrische Kohlenstoffatome gemeinsam sind. 
In diesen Fällen ist auch die asymmetrische Wirkung die gleiche. Da- 
gegen lassen sich bei anderen Körpern mit einer verschiedenen Anzahl 
von Kohlenstoffatomen solche Vergleiche auf Grund genetischer Be- 
ziehungen, d. h. gleicher Konfiguration einzelner asymmetrischer 
Kohlenstoffatome, nicht anstellen. Lehrreich ist das Beispiel der Wein- 
säure. Berücksichtigt man die Entstehung der rechtsdrehenden Wein- 
säure aus d-Zuckersäure, so ist rechtsdrehende Weinsäure auf d-Glucose 
bezogen d-Weinsäure. Berücksichtigt man dagegen die Beziehungen: 
linksdrehende Weinsäure — l- Tetrose -> 1-Xylose -> d- Lyxose 
—>d-Arabit >d-Arabinose >d- Glucose, oder rechtsdrehende Weinsäure 
> d-Methyltetrose >d-Rhamnose —1-Trioxyglutarsäure —1- Ara- 
binose —> l- Glucose, so erhält die linksdrehende Weinsäure die Be- 
zeichnung d-Weinsäure und umgekehrt. 

Ausschließlich die Konfiguration, d. i. die räumliche Anordnung 
der Atome im Molekül, kann auf Grund solcher genetischer Beziehungen 
bestimmt werden, und es ist nicht angängig, auf diese Weise zwei 
Reihen, auf d- und l-Glucose bezogen, herzustellen. 

Dagegen wird es möglich sein, auf Grund der bei asy mmetrischen 
Synthesen erhaltenen Ergebnisse zwei Reihen mit verschiedener asymme- 
trischer Wirkung aufzustellen. Daß die so gewonnene Konstante, 
die jede aktive Substanz erhält, biologisch nicht unwichtig ist, läßt 
sich aus folgendem vermuten. 

Vergleicht man nämlich das verschiedenartige Verhalten niederer 
Organismen gegen optische Antipoden mit der aus asymmetrischen 
Synthesen bekannten asymmetrischen Wirkung dieser Substanzen, 
so zeigt sich, daß die Substanzen, die solch ein Organismus angreift, 
die gleiche asymmetrische Wirkung besitzen. 

So vergärt Saccharomyces nur die D-Formen, wie D-Glucose, 
D-Fructose und andere D-Zucker und greift auch D-Mandelsäure an. 
Daß d-Mandelsäure = D-Mandelsäure ist, geht aus der Bildung von 
1-Mandelsäure aus Amygdalin unter dem Einfluß der d-Glucose hervor. 

Penicillium glaucum greift aus d-l-Verbindungen nicht an die 
l-Weinsäure, d-Mandelsäure und d-Milchsäure, Aspergillus niger nicht 
das l-Cystin!). Für Weinsäure hat E Erlenmeyer durch asymmetrische 
Synthese nachgewiesen, daß gilt: 1-Weinsäure = D-Weinsäure. Für 
Mandelsäure gilt das oben Gesagte und für Milchsäure kann aus dem 
Verhalten der Phenylmilchsäure auf die Beziehung d-Milchsäure = D- 
Milchsäure geschlossen werden. Von den gleichfalls nicht angegriffenen 
Verbindungen: 1-Methyläthylcarbinol, 1-Methylbutylcarbinol usw. kann 
nur vermutet werden, daß sie alle einer Reihe angehören. 


1) C. Neuberg und P. Mayer, H. 44, 508, 1905. 
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Aus dieser Übereinstimmung der nicht angegriffenen Substanzen 
in ihrer asymmetrischen Wirkung kann allerdings noch nicht gefolgert 
werden, daß es ein und dasselbe Enzym ist, das die Zersetzung der 
Antipoden bedingt. Aus den Literaturangaben geht hervor, daß fast 
nie mit biologisch reinen Rassen gearbeitet worden ist, was den Wert 
solcher Vergleiche sehr beeinträchtigt. 


Auch in einer anderen Hinsicht kann die Bekanntschaft mit der 
asymmetrischen Wirkung verschiedener Substanzen von Vorteil sein. 
So erklärt sich die in dieser Arbeit festgestellte übereinstimmende 
asymmetrische Wirkung der Zucker dadurch, daß sie alle unter der 
Einwirkung des Chlorophylls in den Chloroplasten entstanden sind. 
Es ist also die gleiche asymmetrische Wirkung ein Hinweis auf gemein- 
samen Ursprung im Organismus. 

Von E. Erlenmeyer und G. Hilgendorff sind erfolgreich zur asymme- 
trischen Synthese des Zimtsäuredibromids bisher folgende Sänren 
verwandt worden: 


Phenylmilchsäure, Weinsäure und Chlorbernsteinsäure. 


Um nun über den Einfluß von anderen bekannten aktiven Körpern 
Kenntnis zu erlangen, wurde eine Reihe von Versuchen angestellt, 
in denen die betreffenden Körper unter wechselnden Bedingungen 
auf die Entstehung des Dibromids der Zimtsäure und ihrer Derivate 
wirkten. 

Für die gewählte Versuchsanordnung waren nur solche Stoffe 
brauchbar, die sich in ihrer Löslichkeit möglichst weitgehend von dem 
entstehenden Dibromid unterschieden, damit dieses frei von aktiven 
Beimengungen abgeschieden werden konnte. Insbesondere wurden 
verschiedene Kohlehydrate verwandt, die sich als sehr geeignet er- 
wiesen. 

Die Versuche wurden meist in folgender Weise angestellt: 

Die betreffende asymmetrische Substanz wird mit den molekularen 
Mengen eines zweibasigen Metallsalzes und Zimtsäure in alkoholischer 
oder wässeriger Lösung längere Zeit am Rückflußkühler erhitzt und 
sodann der Kolbeninhalt in einer Porzellanschale zur Trockne ein- 
gedampft. Zu dem erkalteten Rückstand in Chloroformsuspension 
wird die für die angewandte Menge von Zimtsäure berechnete Menge 
Brom, in Chloroform gelöst. allmählich zugegeben. Nach dem Ver- 
dunsten des Chloroforms wird der Rückstand im Scheidetrichter mit 
verdünnter Schwefelsäure zerlegt und das in Freiheit gesetzte Dibromid 
mit Äther aufgenommen und nach dem Verjagen des Äthers zur Reini- 
gung mehreremal aus Chloroform umkıistallisiert. Mit den so ge- 
wonnenen Präparaten, die auf den Schmelzpunkt geprüft werden, 
wird in alkoholischer Lösung das optische Verhalten im Polarisations- 


Über die asymmetrische Synthese. 57 


apparat bestimmt. Mit wechselndem Erfolg wurde auf diese Weise 
die asymmetrische Wirkung folgender Stoffe untersucht: 


l-Arabinose, Rohrzucker, 
d-Glucose, Milchzucker. 
d-Fructose, 


Außer der meist angewandten Zimtsäure ergab noch die &-Methyl- 
zimtsäure ein brauchbares Dibromid. Als verbindende Metalle wurden 
neben dem am häufigsten benutzten Zinkoxyd CaO, Cd(OH),, MgO, 
Al(OH), und KOH verwandt. ZnO wechselte in seiner Wirkung 
bei Gegenwart von ZnBr,, ZnCl,, Zn(NO,), CaCl, CdCl,, CuCl, 
NaCl, HgCl, und UO,(NO,),. 

Als am stärksten erwies sich der aktivierende Einfluß der Lävulose 
in Gegenwart von ZnO in wässeriger Lösung. Es resultierten dabei 
Zimtsäuredibromide bis zu [«]p = — 31,5%. Nach der Höhe seines 
Drehungsvermögens besteht dieses Dibromid fast zur Hälfte aus höchst- 
drehendem I-Zimtsäuredibromid. Das höchste von Liebermann fest- 
gestellte Drehungsvermögen des durch Alkaloidtrennung gewonnenen 
Dibromids betrug [«]n = — 68,3°. | 

Ob sich bei den Versuchen Doppelsalze, also im Falle der Lävulose 
die Verbindung Lävulose—Zn—Zimtsäure bilden, konnte in keinem 
Falle einwandfrei festgestellt werden. Die Eindampfungsprodukte 
zeichneten sich durch vollständige Unlöslichkeit aus. 


Experimenteller Teil. 


Von E. Erlenmeyer und @. Hilgendorff sind zur asymmetrischen 
Synthese des Zimtsäuredibromdis bisher Phenylmilchsäure, Weinsäure 
und Chlorbernsteinsäure verwandt worden. 

Wenn die in dieser Arbeit hauptäschlich verwandten Zucker auch 
keine Säuren sind, so besitzen sie doch die Fähigkeit, Salze zu bilden, 
und die Möglichkeit, sie nach der bisher angewandten Methode einer 
asymmetrischen Synthese auf Zimtsäure wirken zu lassen, war somit 
gegeben. 


I. Versuche mit Traubenzucker als aktiver Substanz. 


Es wurde stets ein linksdrehendes, also ein der aktivierenden Substanz 
entgegengesetzt drehendes Zimtsäuredibromid erhalten. 


1. Versuch. 


Eine Mischung von 3,6 g Traubenzucker, 3.0 g Zimtsäure, 1,62 g ZnO 
und 2,0g ZnBr, wurde mit 25 ccm 50 proz. Alkohol zwei Stunden auf dem 
Wasserbad am Rückflußkühler erhitzt. Eine vollständige Lösung trat 
nicht ein. Nach 24 Stunden wurde Alkohol und Wasser verjagt und der 
verbleibende, krümelige, klebrige Rückstand in Chloroformsuspension 
mit 3,2 g in Chloroforın gelöstem Brom versetzt. Die Entfärbung erfolgte 
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langsam. Der nach dem Verdunsten des Chloroforms zum Teil kolloidale ` 
Rückstand wurde zum Freimachen des Dibromids mit verdünnter Schwefel- 
säure verrieben und das sich abscheidende Dibromid in Äther aufgenommen. 
Die ätherische Lösung — Vol. 45 cem — drehte im 2 dm-Rohr « = — 0,25°. 
Der Verdunstungsrückstand — 4,6 g — wurde mit Wasser geschüttelt und 
nach dem Trocknen aus Chloroform urnkristallisiert. Die Kristalle hatten 
den für Zimtsäuredibromid charakteristischen Zersetzungspunkt 198° und 
drehten in Alkohol gelöst: 


c = 20; l= 2dm; 
« = 0,45°; [e)p = — 11°. 


2. Versuch. 

Beim zweiten Versuch wurde die doppelte Menge in 50 cem 50 proz. 
Alkohol die gleiche Zeit erhitzt. Die wie bei LL gewonnene ätherische 
Lösung des Dibromids drehte nach Waschen mit Wasser, Trocknen mit 
Glaubersalz und Einengen auf 20 cem « = — 0,4%. Nach der Kristallisation 
des Verdunstungsrückstandes aus Chloroform wurde der verlangte Zer- 
setzungspunkt und in alkoholischer Lösung — 1,0 g — Vol. Beem — 2 dm, 
Rohr; c = 20; 

gefunden: « = — 0,60°; 
[“]n uns 1,9% 


3. Versuch. 


Die gleichen Mengen von Traubenzucker, Zimtsäure, Zinkoxyd und 
Zinkbromid wurden diesmal mit 200 cem Wasser zwei Stunden am Rückfluß- 
kühler gekocht. Es wurde erhalten ein Dibromid vom Zersetzungspunkt 
198° und bei c = 10; 1 = 2dm; 


«= 0,35%; [e]n = — 1,75°. 


4. bis 8. Versuch. 


Versuche, bei denen das Zn Br, weggelassen wurde, und ZnO durch 
MgO bzw. KOH ersetzt wurde, ergaben inaktives Dibromid. 


9. Versuch. 


Von Einfluß zeigte sich der Ersatz des Zn Br, durch ZnC];: 

3,6 g Traubenzucker : 3,0 g Zimtsäure; 1,62 g ZnO, 2g ZnCl, wurden 
mit 200 cem Wasser zwei Stunden am Rückflußkühler erhitzt. 

Bromierung und weitere Verarbeitung entsprachen den ersten Ver- 
suchen. Das aus Chloroform kristallisierte Dibromid besaß den Zersetzungs- 


punkt 198° und drehte in alkoholischer Lösung ce = 10: l = 2dm: 
“= — 0,45°; 
[e]p = — 2,25". 


II. Versuche mit Lävulose. 

Die Versuche mit Lävulose — d-Fructose ergaben die höchsten 
Drehwerte von aktivem Zimtsäuredibromid. Die Drehung ist der 
der aktivierenden Substanz gleichgerichtet. 

Es wurde mit zwei verschiedenen Kahlbaumschen Präparaten 
gearbeitet: Lävulose aus Inulin und Lävulose technisch. Beide eı wiesen 
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sich für die Versuche als gleichwertig und zeigten den verlangten 
optischen Drehwert und ergaben das bei 205° schmelzende ÖOsazon. 
Daß, wie aus den Glucoseversuchen und den zahlreichen negativen 
Versuchen zu ersehen ist, keine aktive Substanz das Dibromid ver- 
unreinigt, wurde durch einen blinden Versuch dargetan, in dem d-l-Zimt- 
säuredibromid mit Lävulose, Zinkoxyd in wässeriger Lösung erhitzt 
und danach das Dibromid mit Äther ausgeschüttelt wurde. Die äthe- 
rische Lösung war vollkommen inaktiv und dementsprechend das 
durch Umkristallisieren aus Chloroform gewonnene Dibrom’d vom 
Zersetzungspunkt 198° racemisch. 


1. Versuch. 
2,4 g Lävulose, 2 g Zimtsäure, 1,08 g ZnO, 2,0g ZnBr, wurden mit 
50 ccm 50 proz. Alkohol zwei Stunden am Rückflußkühler auf dem Wasserbad 
gekocht und der klebrige Rückstand in Chloroformsuspension mit 2,2 g 
in Chloroform gelöstem Brom versetzt. Die Gewinnung des Dibromids 
wurde wie bei den Glucoseversuchen vorgenommen. 
Das gereinigte, umkristallisiertte Dibromid vom Zersetzungspunkt 
198° ergab in Alkohol: 
0,5g — Volöccem — c = 10; l = 2dm; 
«= — 0,82%; [e)y= — 4,1, 


2. bis 4. Versuch. 


In gleicher Weise durchgeführte Versuche ergaben Dibromide vom 
Zersetzungspunkt 198° und zeigten eine Drehung von 


2. «= — 120%, 3. «= — 0,41%, 4. « = — 1,10, 
Ier ln = — 6,7°. [e]n = — 5,1°. [«]p = — 13,1. 

Der letzte hohe Drehwert gab Veranlassung, den Bedingungen 
bei der Aufarbeitung mehr als bei den bisherigen Versuchen Auf- 
merksamkeit zuzuwenden. So ergab ein Versuch, bei dem das Bro- 
mierungsprodukt drei Tage hindurch sich selbst überlassen blieb, bei 
der Aufarbeitung ein Dibromid mit [&«]p = — OD. Als bedeutungsvoll 
erwies sich ferner das gute Eindampfen des Reaktionsproduktes. In 
Fällen, wo dies unvollständig geschehen war, resultierte meist inaktives 
Dibromid. Ein Versuch, Zn Br, durch ZnCl, zu ersetzen, was bei 
Glucose eine Erhöhung der asymmetrischen Wirkung im Gefolge 
hatte, führte bei der Lävulose zu keiner wesentlichen Änderung der 
Ergebnisse (ele = — 8,9%). In Gegenwart von NaCl wurde erzielt 
[.)» = — 9,1°. 

Hatten die Versuche mit Traubenzucker ergeben, daß beim Weg- 
lassen des Zn Br, bzw. ZnCl, inaktives Zimtsäuredibromid resultierte, 
so trat bei der Lävulose die entgegengesctzte Wirkung ein. 


5. Versuch. 


4,8 g Lävulose, 4 g Zimtsäure, 2,16 g ZnO wurden in 300 cem Wässer 
zwei Stunden am Rückflußkühler erhitzt. Die Aufarbeitung geschah wie 
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üblich. Die ätherische Schicht hinterließ ein Dibromid, das durch Um- 
kristallisieren gereinigt den Zersetzungspunkt 198° aufwies und in Alkohol 
folgende Drehung zeigte: 

0,3 g, Vol. 9 cem; c = 3,3; l = 1 dm; «= — 1,04%; [«]p = — 31,5°. 


Es besteht dieses Dibromid fast zur Hälfte aus höchstdrehendem Dibromid. 
Weitere in gleicher Weise angesetzte Versuche ergaben: 
c = 5; l = ldm, c= 5; l= ldm, 
« = — 1,18°, «= — 1,30, 
[«]p = — 23,6°. [«]p = — 26,0°. 


6. Versuch. 


Bei diesem Versuch konnte zum erstenmal das Vorhandensein 
von der Bromaufnahme entgangener Zimtsäure nachgewiesen werden. 
Die Gefahr, daß von der im Eindampfungsrückstand enthaltenen 
Zimtsäure ein Teil der Bromierung entgeht, ist wohl durch die Klebrig- 
keit des Rückstandes bedingt. Es dürfen daher die Substanzmengen 
keine zu großen sein. 

4,8 g Lävulose, 4,0 g Zimtsäure, 2,16 g ZnO, 300 ccm H,O wurden 
drei Stunden erhitzt, nach dem Eindampfen mit 4,4 g Brom in Chloroform 
versetzt und mit H,SO, zerlegt. Das Dibromid wurde mit Äther auf- 
genommen. 

5,7g Rohdibromid mehrere Male aus Chloroform umkristallisiert 
ergaben ein Dibromid vom Zersetzungspunkt 198°. In Alkohol c = A: 
l = l] dm war die Drehung: 


«a = — 0,85%; [«]p = — 21,2. 


Zum Nachweis der Zimtsäure wurden die Chloroformmutterlaugen 
eingedampft, der Rückstand zwecks Überführung von noch vorhandenen 
Dibromid in Phenylbrommilchsäure und flüchtiges Bromstyrol mit 
Wasser gekocht. Die gebildete Phenylbrommilchsäure wurde durch 
Behandlung mit NaOH in phenyloxacrylsaures Natrium verwandelt. 
Durch Erhitzen der Lösung geht dieses, angesäuert, zur Hälfte in 
leicht lösliche Phenylglycerinsäure und zur anderen Hälfte in CO, 
und Phenyläthylaldehyd über, der durch den Geruch leicht fest- 
zustellen ist. 

Es schieden sich aus der mineralsauren Lösung 0,8 g kristallisierte 
Zimtsäure vom Schmelzpunkt 133° ab. 

Von dem bei diesem Versuch gewonnenen Dibromid wurden 
quantitative Analysen ausgeführt. 

Die Brombestimmung nach Carius ergab: 

51,940, Br berechnet 51,879% Br gefunden. 

Die C- und H-Bestimmung: 


C = 35,069, berechnet 35,08°, gefunden, 
H= 2,59%, an 2,080, sn 
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III. Versuche mit !-Arabinose. 


Die erhaltenen Dibromide waren rechtsdrehend. Das verwandte 
Arabinosepräparat zeigte den Drehwert [œ] = + 102°. 


1. Versuch. 
1,5 g Arabinose, 0,8 g ZnO, 1,35 g ZnCl,, 1,5 g Zimtsäure wurden mit 
150 ccm H,O eine Stunde am Rückflußkühler gekocht. Das bei der Auf- 
arbeitung erhaltene Dibromid vom Zersetzungspunkt 198° drelite 
c = 3; l= ldm; 
«= + 0,25%; [«]p = + 8,3°. 
Ein gleicher Versuch ohne ZnCl, ergab ein Dibromid vom [«]Jn = + 4°. 


IV. Versuche mit Rohrzucker. 
Der Rohrzucker induziert eine Zimtsäurekopfiguration, die bei 
der Bromaddition als l-Zimtsäuredibromid festgelegt wurde; also eine 
der angewandten Substanz entgegengesetzte Drehung aufwies. 


Versuch. 

6,8 g Rohrzucker, 3,0 g Zimtsäure, 1,62 g ZnO, 2g ZnBr, in 150 cem 
Wasser wurden zwei Stunden gekocht. Das gewonnene, gereinigte 
Dibromid vom Zersetzungspunkt 198° drehte 

c = 10; l = 2dm; 
« = — 145°; [«]p = — 7,2. 


V. Versuche mit Milchzucker 
ergaben bei der angewandten Versuchsanordnung kein aktives Zimt- 
säuredibromid. 


VI. Versuche mit «-Methyl-Zimtsäure. 

Da diese Säure nach der in der Literatur angegebenen Methode 
von Perkin nur mit recht mäßigen Ausbeuten erhalten werden konnte, 
wurde die zur Darstellung von Zimtsäure von Claisen und Æ. Erlen- 
meyer gefundene Methode der Kondensation des zugehörigen Esters 
mit Benzaldehyd durch Natrium mit gutem Erfolg angewandt. 


Zu einem Gemisch von 30g reinen Propionsäureäthvlesters und 
20g mit Natrium getrocknetem Äther werden 4,6g feingeschnittenes 
Natrium und dann eine Lösung von 21,2 g frisch destilliertem Benzaldehyd 
in trockenem Äther aus einem Tropftrichter unter Kühlung und Schütteln 
hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch färbt sich allmählich gelblich bis 
braun. Noch nicht aufgebrauchte Natriumstücke werden durch Zerdrücken 
mit einem Glasstab von den sie urnhüllenden Krusten befreit. 

Nach einstündigem Stehen wird das Reaktionsgemisch mit 12g 
Eisessig angesäuert und noch wenig 50 proz. Essigsäure hinzugesetzt, bis sich 
in der breiartigen Masse keine Natriummstückchen mehr bemerkbar machen. 
Nach Zusatz von Wasser und noch etwas Äther wird nach dem Schütteln 
die den Ester enthaltende ätherische Lösung von der wässerigen Lösung 
getrennt. Zur Entfernung von nieht in Reaktion getretenem Benzaldehyd 
wird die ätherische Lösung mit Natriumbisulfitlösung durchgeschüttelt. 
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Von der mit Glaubersalz getrockneten ätherischen Schicht werden 
alle unter 185° siedenden Fraktionen abdestillierte Der höher siedende, 
den Methylzimtsäureester enthaltende, im Kolben zurückbleibende Teil 
wird mit 20proz. alkoholischer Kalilauge verseift. Das sich abscheidende 
Kaliumsalz gibt bei der Zersetzung mit Salzsäure die «-Methylzimtsäure 
vom Schmelzpunkt 74°. 

Die Mutterlauge des Kaliumsalzes liefert bei der Aufarbeitung gleich- 
falls noch größere Mengen von «-Methylzimtsäure, die über das Barium- 
salz gereinigt werden. Gesamtausbeute etwa 18 g = etwa 55% Ausbeute. 


Es wurde die Wirkung von d-Fructose auf die Entstehung des 
&-Methylzimtsäuredibromids untersucht. 


Versuch. 

1,62 g «-Methylzimtsäure, 0,81 g ZnO, 1,8 g d-Fructose wurden mit 
150 ccm Wasser gekocht. Das gereinigte Dibromid, aus Chloroform um- 
kristallisiert, schmolz bei 135,° dem in der Literatur angegebenen F. - P. 
des «-Methylzimtsäuredibromids, und drehte in alkoholischer Lösung: 


c = 3; l = 1 dm; «= — 0,68%; [«]p = — 22,7°. 
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Uber die anorganischen Bestandteile des Körpers bei Avitaminose. 


Von 
Kiyoshi Morinaka (Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1922.) 


Da die avitaminöse Ernährungsstörung zu einer Gewichtsabnahme 
der Tiere führt, die bald mehr, bald weniger ausgesprochen ist, und 
von der wir wissen, daß sie zum Teil auf Schwund der Fette und Kohle- 
hydrate, zum Teil aber auch auf Protoplasmaeiweißeinschmelzung 
beruht, war es von Interesse zu erfahren, ob die beobachtete Gewichts- 
abnahme direkt proportional dem Verlust organischer Körpersubstanz 
ist, oder ob dieser letztere größer ist, als es in der Gewichtskurve zum 
Ausdruck kommt. Das wäre nämlich möglich, wenn der avitaminöse 
Körper gleichzeitig wasserreicher würde. Aus diesem Grunde habe 
ich den Wassergehalt des avitaminösen Körpers untersucht. Im An- 
schluß an diese Experimente habe ich dann ferner die Trockensubstanzen 
der Tierkörper verascht und in der Asche den Gehalt an Calcium, 
Magnesium, Phosphor und Kali ermittelt. Dabei leitete mich der 
folgende Gedanke: Wenn bei der avitaminösen Ernährungsstörung 
die Zellensubstanz Not leidet, wie es in der Atrophie und der Degene- 
ration, die die charakteristischen morphologischen Veränderungen 
beim avitaminösen Zustande darstellen, zum Ausdruck kommt, dann 
müßten sich auch Veränderungen im Gehalt anorganischer Salze nach- 
weisen lassen, die vor allem wesentliche Bestandteile der Zellen selbst 
sind, und zwar vor allem der Zellen der Weichteile des Körpers. Unter 
diesen Salzen nimmt das Kalium bekanntlich mit die erste Stelle ein. 
Mit der Möglichkeit, daß bei der Avitaminose auch eine isolierte 
Kalilockerung und Ausschwemmung ohne entsprechende Protoplasma- 
einschmelzung vorkommt, muß natürlich ebenfalls gerechnet werden. 
Andererseits treten die Veränderungen am Skelett des avitaminösen 
Körpers gegenüber den Veränderungen an den Weichteilen bedeutend 
zurück. Von einer hochgradigen Einschmelzung des Skeletts ist bei 
der Avitaminose nichts bekannt. Aus diesem Grunde kann man er- 
warten, daß das anorganische Gerüst des Skeletts bei der Avitaminose 
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im großen und ganzen unverändert bleiben dürfte, und daß somit 
der Gehalt des avitaminösen Körpers an Calcium und Magnesium 
vielleicht auch an Phosphor nicht wesentlich von demjenigen des 
Normalkörpers abweichen wird. Es muß im Gegenteil bei dem Weichteil- 
schwund der Gehalt des avitaminösen Körpers relativ an Calcium und 
Magnesium größer werden, weil das Skelett ja am wenigsten Not leidet. 
Wie sich der Phosphorgehalt verhalten wird, läßt sich nicht voraus- 
sehen, da ja das Skelett und die Kernsubstanz der Weichteile bis zu 
einem gewissen Grade gleich stark daran partizipieren. Auf das gesamte 
Körpergewicht berechnet, muß folgerichtig der Totalaschengehalt des 
avitaminösen Tierkörpers größer sein als derjenige des normalen Körpers, 
aber die Asche des avitaminösen Körpers muß einen geringeren Prozent- 
gehalt zum mindesten an Kali aufweisen, während der Calcium- und 
Magnesiumgehalt eine Zunahme erkennen lassen wird. 


Meine Versuchsanordnung war folgende: Ich hatte zwei Gruppen von 
je 12 Mäusen. Die erste Gruppe wurde mit Hafer und Küchenabfällen, 
also mit einer normalen Nahrung ernährt. Die zweite Gruppe bekam 
polierten Reis, der mit Wasser gekocht war, und von einem Salzgemisch 
(Kochsalz 125, Ca lact. 50, Magn. cetrie. 50, KCI 5) täglich 0,3 g pro 100g 
Körpergewicht. Dieses Futter enthielt also reichlich Kochsalz, Kalk, 
Magnesium und Kalium: an Phosphor erhielten die Tiere nur den Phosphor 
im Reis, der darin mit 0,184°/, P, Oe enthalten ist. Die 12 Mäuse konsumierten 
anfangs 50 bis 60 g Trockenreis, später etwas weniger. Am siebenten Ver- 
suchstage tötete ich von jeder Gruppe drei Mäuse, am 19. Tage tötete ich 
von der zweiten Gruppe vier Mäuse, am 23. Versuchstage tötete ich von 
der zweiten Gruppe wieder vier Mäuse. Sowohl die am 19. Tage wie 
die am 23. Tage getöteten Mäuse der zweiten Gruppe waren deutlich krank. 

Nach dem Töten der Tiere mit Äther wurde das Körpergewicht 
bestimmt; alsdann wurde die Bauchhöhle geöffnet. der Magendaiımkanal 
aufgeschnitten, die Schleimhaut wurde danach mit Tupfern trocken getupft. 
Dann habe ich jede Tiergruppe besonders auf dem Wasserbade und darauf 
im Trockensehrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Darauf wurden 
die jeweils zusammengehörigen Tiere in einem Porzellantiegel verascht, 
es wurde das Aschengewicht bestimmt, und in der Asche der Calcium-, 
Magnesium-, Kali- und Phosphorgehalt ermittelt. Die Ermittlung des 
Calcium- und Magnesiumgehaltes geschah in der üblichen Weise, das Kali 
bestimmte ich mit Kaliumplatinchlorid, den Phosphor analysierte ich nach 
Neumann. 


In folgender Tabelle sind meine Versuchsergebnisse zusammen- 
gestellt. 

Aus dieser Tabelle geht hervor. daß der Wassergehalt des Körpers 
im avitaminösen Zustande im großen und ganzen prozentual dem 
Wassergehalt des Normalkörpers entspricht. Weiterhin lehrt die 
Tabelle, daß der Aschenechalt des avitaminösen Körpers größer ist 
als derjenige des Normalkörpers. Endlich ergibt sich aus der Tabelle, 
daß der Prozentgehalt der Asche an Calcium und Magnesium im vitamin- 
freien Körper im Vergleich zur Norm gesteigert ist, während der Prozent- 
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l! Drei 1 Woche | Vier 19 Tage | Vier 23 Tage 
| Drei normal | lang mit vitaminej lang mit vitamin»! lang mit vitamins 
| gefütterte | freier Nahrung | freier Nahrung | freier Nahrung 
| Mause |; gefütterte gefütterte !  gefütterte 
ji | Mäuse | Mäuse Mäuse 
Körpergewicht gleich ` ! 
nach dem Tode (4A) 1 43,3296 | 42,6848 32,3036 35,7280 
3etrockn. Substanz (B) :; 13,3256 | 12,4573 9,2366 10,2964 
Wassergehalt in %, .. 169,2 71,5 71,7 71,2 
d , | 
Gesamtasche (C) | 1,438 ' 1364 1,332 | 1,508 
o% in A 38 32 4,1 42 
Dann DB en © 108 >; 108 14,4 Lë 
Ett, E 2a < 0,4890 | 0,5066 0,5360 | 0,6030 
9 INA ae ı LI | 1,2 1,6 | 1,7 
o pr een AN 2.37 4,1 5,8 5,8 
Since ....... ! 340 36.4 40.2 | 400 
ME we EE "0,0198 | 0,0120 0,0175 | 0,0227 
o in A rn ' 0,05 0,03 0,05 | 0,06 
o in be, 1 015 | 0.096 019 | 02 
GT REENEN ' 14 09 1,3 "Lë 
e EE 0,0620 0,0608 | 0,0549 0,0503 
o, An A, 0,14 0,14 0,17 1,14 
o in B 0,47 0,49 0,59 0,48 
GMC erer e #8 45 4,1 3,3 
BO: re ` 0,6467 | 0,5605 0,5402 | 0,6137 
o in A erben 10 Ä 1,3 Li Li 
VE E ` GEET | 49 4,5 | 5,8 | 5,9 
o, jin C D 49 | 419 40,6 40,7 


gehalt der Asche an Kalium im vitaminfreien Körper vermindert ist, 
auch der Phosphorgehalt dieser Asche zeigte in dem vorliegenden 
Versuche eine Herabsetzung. Bei dem Kalireichtum der Nahrung 
der avitaminösen Tiere ist es also ganz zweifellos, daß das Kaliangebot 
den Kaliverlust des Körpers durch die Avitaminose nicht verhindern 
konnte. Die von mir gefundene Tatsache der relativen Vermehrung 
des Calciums im avitaminösen Körper widerspricht natürlich nicht. 
den Erfahrungen, die darauf hindeuten, daß auch der Kalkstoffwechsel 
bei der Avitaminose gestört werden kann, und daß das Vitamin die 
Kalkretention und Assimilation begünstigt. 


Somit ergibt sich aus meinen Versuchen, daß bei der Avitaminose 
in erster Linie unter den anorganischen Bestandteilen das Kali aus dem 
Körper schwindet, während der Aschengehalt des Körpers ansteigt; 
d. h. der avitaminöse Körper ist reicher an Asche, aber die Asche 
ist hinsichtlich der sogenannten Zellsalze (Kali) ärmer. Die Quantität 
der Asche wächst im Prozentverhältnis, aber die Qualität der Asche 
wird schlechter. 

Biochemische Zeitschrift Band 133. 


a 


66 Kiyoshi Morinaka: Über die anorganischen Bestandteile des Körpers usw. 


Ich möchte noch darauf hinweisen, daß dem Kaliumion eine 
ersichtliche Bedeutung auch für ein Material zukommt, das mit den 
Vitaminen in gewisser Beziehung steht, nämlich mit dem Koferment 
der Zymase. Neuberg und Schwenk!) haben gezeigt, daß bei künst- 
lichem Ersatz von Koferment Kalium nicht fehlen darf; diese Fest- 
stellung hat Harden?) bestätigt und angegeben, daß an Stelle des 
Kaliums kein anderes Element, sondern höchstens Ammonjum, treten 
darf. 


1) Neuberg und Schwenk, diese Zeitschr. 71, 140, 1915. 
2) Harden, Biochem. Journ. 11, 64, 1917. 





Blutreaktion und Blutkörperchenvolumen. 


Von 
Klothilde Meier. ` ` 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Greifswald.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Nach früheren Untersuchungen!) übt die Reaktion des Blutes 
einen Einfluß auf die Serumzusammensetzung und den Ionenaustauch 
zwischen Blutkörperchen und Serum aus, normales Verhalten der 
Blutzellen vorausgesetzt. Solange sich nun die Änderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration innerhalb bestimmter Grenzen bewegt, er- 
folgen die sie begleitenden physikalischen und chemischen Vorgänge 
im Blut allmählich und stetig. Es kommen da vorzugsweise al- 
kalische Reaktionen in Frage. Alle physiologisch möglichen Ver- 
änderungen der Wasserstoffzahl im Blute fallen in dieses Gebiet. 
Erhöht man aber im Experiment die Wasserstoffionenkonzentration 
darüber hinaus, so verlieren jedenfalls einige der im Blut sich ab- 
spielenden Reaktionen ihren stetigen Charakter und werden unstetig. 
Dieses Auftreten von Unstetigkeiten von Reaktionen im Blut wurde 
bisher nur bei Änderung der Reaktion durch die Kohlensäurespannung 
beobachtet. Änderung der Kohlensäurespannung stellt eine einfache 
Methode der Reaktionsbeeinflussung dar, bei der man, von sehr niedrigen 
Kohlensäurespannungen abgesehen, eine Schädigung der Erythrocyten 
nicht zu befürchten hat. Man kommt damit außerdem physiologischen 
Verhältnissen sehr nahe. Reaktionsänderungen des Blutes in vivo 
haben in einem großen Teil der Fälle ihre primäre Ursache in einer 
Verminderung oder Erhöhung der Kohlensäurespannung. Unstetig- 
keiten bei bestimmten Reaktionen wurden nun zum erstenmal in 
der Kohlensäurebindungskurve von hämolysierten und Gesamtblut, 
und von in Kochsalzlösung suspendierten Blutkörperchen beobachtet 21. 
Die Reaktion, bei der die Unstetigkeit auftritt, ist charakteristisch 
für die Art der untersuchten Kolloide und der in dem Dispersions- 
mittel befindlichen Elektrolyte und ist außerdem abhängig von der 


1) Kl. Meier, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 1922. 
2) H. Straub u. Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 


5* 


68 klot bilde Meier: 


Temperatur. Die Unstetigkeit bleibt aber keineswegs nur auf den 
Vorgang der Kohlensäurebindung allein beschränkt. Das geht schon 
aus folgenden Überlegungen hervor. 

Die Bindung der Kohlensäure erfolgt in der Hauptsache an Na, 
und zwar bindet das nach erreichter Sättigung mit Kohlensäure be- 
stimmter Spannung abgetrennte Serum immer erheblich mehr Kohlen- 
säure als der Blutkörperchenbrei. Das kohlensäurebindende Alkalı 
ist also vorwiegend im Serum enthalten. Diese Alkalimenge im 
Serum ist bei niedrigen Kohlensäurespannungen gering, steigt bei 
zunehmender Kohlensäurespannung. Das Depot, von dem aus der 
Nachschub an Alkali besorgt wird, stellen die Blutkörperchen oder 
wahrscheinlich das Hämoglobin dar. Bringt man Gesamtblut mit. 
Kohlensäure verschiedener Spannung ins Gleichgewicht, analysiert. 
das Bindungsvermögen dieses Blutes für Kohlensäure und zentrifugiert. 
nun von demselben Blut ohne Änderung der Kohlensäurespannung 
und Reaktion das Serum ab und analysiert auch dessen Bindungs- 
vermögen für Kohlensäure, so erhält man von Blut und Serum ganz 
gleichartige Bindungskurven. Dies gilt zunächst für den stetigen Teil 
der Bindungskurve. Sävert man solches Blut etwas an, so kann 
man auch im Gesamtblut ohne Verwendung besonders hoher Kohlen- 
säurespannungen leicht die für das Auftreten der Unstetigkeit der 
Bindungskurven charakteristische Reaktion erreichen. Geht man in 
diesem Reaktionsbereich in gleicher Weise vor!) und trennt das Serum 
in der erwähnten Weise ab, so ist es möglich, auch im Serum diese 
Unstetigkeit in der Kohlensäurebindung nachzuweisen, wenngleich nach 
Parsons u. Parsons bei einer etwas anderen Reaktion als im Blut. 
Da aber die hierzu erforderliche Alkalimenge erst auf Grund von 
Ionenverschiebungen für die Kohlensäurebindung bereitgestellt wird, 
so ergibt sich ganz von selbst die Möglichkeit, daß außer der Un- 
stetiekeit in der Kohlensäurebindung noch weitere Unstetigkeiten 
anderer physikalischer und chemischer Vorgänge in diesem Bereich 
auftreten. Außerdem ändert sich auch die innere Reibung?) des 
Blutes bei den hier in Frage kommenden Reaktionen unstetig. 

In den bisher vorliegenden Untersuchungen über das Blut- 
körperchenvolumen wurde meistens weniger Wert auf die Reaktion 
des Blutes gelegt als vielmehr auf die sie beeinflussende Kohlensäure- 
spannung. Auch diese wurde gewöhnlich nicht näher analysiert. 

So ließ Limbeck?) einfach Kohlensäure !/, Stunde lang aus dem Kipp- 


schen Apparat durch Blut hindurchströmen und bestimmte vor und nach 
der Durchleitung das Volumen der Blutkörperchen. Die so erhaltene Kohlen- 


1) T. R. Parsons u. W. Parsons. Journ. of phys. 56, 1, 1922. 
2) Kl. Meier, diese Zeitschr. 128, 508, 1922. 
3) R.v. Limbeck, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 35, 309, 1895. 
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säurespannung war jedenfalls eine ziemlich große. Limbeck fand die Blut- 
körperchen unter dem Einfluß der Kohlensäure gequollen und die Serum- 
dichte angestiegen infolge des Einstroms von Wasser in die Körperchen. 
Da, gleiche Ergebnis katter Versuche von Gürber!). Hamburger?) bestimmte 
das Blutkörpeichenvolumen im Carotis- uns Jugularishiut. Die Venenblut- 
körperchen waren größer oa die des Arterıenblutes. Atcllo?) entnahm Biut 
aus dem Arm vor und nach Aniegung ener Stauungsbinde und fand die 
Körperchen im Stauungeblut größer. Diese letzten Versucke sind zwar 
kein eindeutiger Beweis dafür, daß die Kohlensäurespannung das Volumen 
verändert. Der quellende Einfluß zunehmender Kohlensäurespannung auf 
die Erythrocyten wird auch von Fridericıa®), von Doisy und Eaton) be- 
stätigt. Zum erstenmal! wurde in den Untersuchungen von Doisy und Eaton 
von genau bekannten Kohlensäurespannungen ausgegangen. In einer eben 
erschienenen Arbeit wird von Zge®) auf die Bedeutung speziell der Wasser- 
stoffionenkonzentration für das Blutkörperchenvolumen hingewiesen. Er 
änderte die Reaktion nicht, wie das in den anderen erwähnten Arbeiten 
geschah durch Variierung der Kohlensäurespannung, sondern durch Hinzu- 
fügen von HCI oder NaOH. Er fand das Blutkörperchenvolumen um 
so größer, je größer die Wasserstoffionenkonzentration war. Nach Ham- 
burger sind die durch Kohlensäure hervorgerufenen Veränderungen des 
Blutkörperchenvolumens reversibel. 


Über einige Versuche, bei denen Kohlensäure in steigender Menge 
zu Gesamtblut hinzugegeben worden war, wurde bereits berichtet. 
Die Volumzunahme der Blutkörperchen erwies sich dabei bei niedrigen 
Kohlensäurespannungen schon als ganz erheblich, aber nicht der 
wachsenden Kohlensäurespannung proportional, sie war vielmehr stark 
bei niedrigen Kohlensäurespannungen, gering bei höheren. 

Es erhob sich die Frage, ob die die Unstetigkeit der Kohlen- 
säurebindungskurve auslösende Wasserstoffkonzentration auch die 
Volumkurve der Blutkörperchen beeinflußt. 

Es wurde dabei genau so vorgegangen, wie bei den Viskositäts- 
bestimmungen. Die in Kochsalzlösung suspendierten Blutkörperchen 
wurden mit Salzsäure etwas angesäuert, da die nötigen Wasserstoffionen- 
konzentrationen sonst nur bei sehr hohen Kohlensäurespannungen 
zu erreichen gewesen wären. Die Hämatokritröhrchen wurden mit 
Parafftinöl gefüllt, wobei das Paraffin in die Kapillaren hineinzentri- 
fugiert wurde. Über der Kapillare blieb etwa 1 ccm Paraffin stehen. 
Bei jeder Analyse wurde eine genau abgemessene Blutmenge direkt 
aus dem Tonometer unter diese Paraffinschicht gegeben und dann 
zentrifugiert. Die Mischungsverhältnisse zwischen Blutkörperchenbrei 


1) Gürber zit. nach Hamburger. 

2) H. J. Hamburger, Osmotischer Druck u. Ionenlehre I., 1902. 
3) J. Aiello, diese Zeitschr. 124, 100, 1921. 

4) L. S. Fridericia, Journ. of biol. chem. 42, 245, 1920. 

5) E Doisy und E Eaton, Journ. of biol. chem. 47, 377, 1921. 
6) R. Ege, diese Zeitschr. 130, 136, 1922. 
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und Waschflüssigkeit waren bei den einzelnen Versuchen nicht immer 
gleich, bei den einzelnen Analysen innerhalb eines Versuches aber 
absolut gleich. Es werden für die Volumina relative Werte angegeben, 
und zwar einfach die an den Hämatokriten abgelesenen Werte, da 
sie für den Vergleich innerhalb eines Versuches vollkommen genügten. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur vorgenommen, so daß das 
Rotieren des Tonometers im Wasserbad zur Sättigung des Blutes 
mit Gas bekannter Kohlensäurespannung und das Zentrifugieren bei 
derselben Temperatur geschehen konnte. Für die Berechnung der 
Wasserstoffzahl wurden die Absorptionskoeffizienten der Kohlensäure 
für die betreffende Temperatur nach den Angaben Bohrs!) verwendet. 
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Abb. 1. Volumkurven der roten Blutkörperchen in ihren Beziehungen 
zur Kohlcnsäurespannung. 


Schon frühere Versuche ergaben eine Verschiebung der Unstetigkeit 
in der Kohlensäurebindungskurve von gewaschenem Blut nach der 
sauren Seite bei Erniedrigung der Temperatur. Während nach Hassel- 
balch?) die Wasserstoffzahl im stetigen Teil der Bindungskurve bei 
Änderung der Temperatur dieselbe bleibt, trotzdem der Säurecharakter 
der H, CO, bei 18° und 38° verschieden ist, verschiebt sich der Knick 
in der Bindungskurve mit Änderung der Temperatur, d.h. er tritt 
bei einer durch die Temperatur variierbaren Wasserstoffzahl auf. 
Parsons und Parsons fanden den Knick im Plasma, das von mit 
Milchsäure angesäuertem Blut getrennt worden war, bei 15° er- 


I) Bohr, Skand. Arch. f. Phys. 104, 17, 1905. 
2) K. 4. Hasselbalch, diese Zeitschr. 78, 112, 1917. 
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heblich nach der alkalischen Seite verschoben gegenüber dem von 
37°, nämlich bei pa = 6,88 statt bei Do = 6,61. Bei den ge- 
waschenen Blutkörperchen wäre demnach der Knick bei Zimmer- 
temperatur auch bei einer mehr alkalischen Reaktion zu erwarten 
als bei Körpertemperatur, etwa bei De = 6,94. Tatsächlich trat 
im Bereich dieser Wasserstoffzahl in keinem der Versuche eine 
Unstetigkeit auf, weder bei den Kurven, die parallel mit den Vis- 
kositätsmessungen aufgenommen worden waren, noch bei den jetzigen 
Versuchen. Drei Versuche dienten dem besonderen Zweck, die Eintritts- 
stelle der Unstetigkeit im Kurvenverlauf möglichst genau festzulegen, 
indem die Analysenpunkte sehr eng 
gesetzt wurden. Die Unstetigkeit er- 
schien aber immer ziemlich weit auf 
der sauren Seite, bei po = 6,45 bis 6,55, 
je nach der Temperatur. 

In Abb. 1 sind die sämtlichen er- 
haltenenVolumenkurvenderroten Blut- 
körpercheneingezeichnet, gewonnen aus 
den Beziehungen zwischen Volumen und 
Kohlensäurespannung. Der Kurven- 
verlauf ist ein ziemlich verschiedener. 
Jedoch zeigt er in allen Fällen einen 
mehr oder weniger ausgeprägten Knick. 
Kurve l scheidet für den Vergleich aus, 
da sie nicht weit genug durchgeführt 
ist. Das Auftreten des Knicks ist 
nicht an eine bestimmte Kohlensäure- 
spannung gebunden, erscheint daher an 
beliebigen Stellen. Es ist dies lediglich Gë ou 6,0 70 7% 
ein Ausdruck der verschiedenen Höhen- Abb.2. Volumkurven der roten Blut« 
lage der Kohlensäurebindungskurven. Dr ae = 
Klar sind dagegen die Verhältnisse 
in Abb. 2. Hier wurden als Koordinaten die Hämatokritwerte und die 
Wasserstoffzahlen gewählt. Das Auftreten der Unstetigkeit bei einer 
bestimmten Wasserstoffzahl ist hier deutlich erkennbar. Während 
bei mehr alkalischer Reaktion das Volumen sich mit der Reaktion 
ändert, erfolgt bei p,, = 6,45 bis 6,55 eine Volumzunahme der roten 
Blutkörperchen ohne Reaktionsänderung, d. h. die Volumkurve ist 
unstetig. 

Die erste allmähliche Volumzunahme bei niedrigen Kohlensäure- 
partisrdrucken kommt in diesen Kurven nicht recht zum Ausdruck, da 
die ersten Punkte meist schon bei ziemlich hohen CO,-Spannungen lagen, 
außer bei Versuch 3 (s. Tabelle). Um die Anfangsquellung zu unter- 
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Versuchsprotokolle. 
56,9 100,2 161,7 154,3 
48,8 66,6 72,1 91,1 
48,4 61,5 74,3 92,6 
7,00 6,86 6,64 6,50 
700 — 683 6,66 6.51 
30,5 31,0 31,5 32,5 
34.8 53,7 187,2 204,9 270,0 
37,3 47,5 65,4 76,2 78.0 
34.5 44,0 67,7 74,5 77,0 
7,17 7.09 6,57 6,59 6,45 
OK W 705 658 6,58 E 6.43 
33,0 33,0 34.0 35,0 835.5 
33,7 890 153,1 208,0 2299 2330 240.5 
329 544 69.1 73,2 15.5 79.4 85.8 
354 524 699 76.5 791 
7,14 688 671 656 652 654 6,56 
i 7,17 6,86 6,71 R 6,53 6,54 een 
41,5 20 35 50 55 0 455 40 
46,2 76,7 1204 1601 1701 1848 227.5 
291 387 485 560 60,9 65,4 66.7 
288 41,0 49,7 63,1 67,1 
6,90 677 6652 653 6,54 6,54 641 
6.90 6,79 6.64 65l 642 
425 30 43,5 40 465 470 
27.6 95 1254 1610 1822 2244 
28.9 44.4 47,9 54,8 58,5 60.7 
28,6 39,9 45,3 52,2 58,0 59,4 
7,13 6,69 6,60 6,51 6,49 6,36 
7,13 6,63 Dan ` 6,49 648 6,35 
343 35,0 34,9 36,2 38,0 38,1 
46,2 128,6 143,9 209.8 237.0 
25.3 37,9 46,8 47,9 55.6 
28.6 36.4 43.5 51,9 
6.83 6,45 6,50 6,25 6.27 
Gau 642 6, 6.31 
30,4 31,0 34,0 35,0 
43.3 98,7 125.3 162,8 204.0 
29.1 4, 41.3 59.1 60,0 
31,9 42,7 56,1 61,1 
6.93 6.66 6.51 6,55 6,42 
6.97 6.53 Däi ` ` 6.43 
37.0 37.3 38.0 38,0 39.0 
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suchen, wäre es nötig gewesen, von ganz niedrigen Partiardrucken 
auszugehen. Bei diesen niedrigen Kohlensäurespannungen trägt jede 
Erhöhung der Kohlensäurespannung dazu bei, das Blut deutlich saurer 
zu machen. Im Verlauf der Unstetigkeit dagegen wird trotz steigender 
Kohlensäurespannung dieselbe Reaktion aufrecht erhalten. Gleichzeitig 
nimmt, wie die Bindungskurve zeigt, das Kohlensäurebindungsvermögen 
sehr stark zu (Abb. 3). 


Wie schon erwähnt, zeigt der Knick der CO,-Bindungskurve 
eine vermehrte Bereitstellung von Alkali zur Kohlensäurebindung an. 
Diese kann geschehen durch Abwanderung von Chlor aus dem Serum 
in die Körperchen oder durch Herauswandern von Alkali aus den 
Körperchen. Diesen sonst stetig sich ändernden Vorgang der Ionen- 
wanderung müßte man im Knick in unstetiger Form erwarten. Mit 
den Chlorionen geht aber auch Wasser in die Blutkörperchen hinein, 
wahrscheinlich infolge des stärkeren Wasseranziehungsvermögens der- 
selben gegenüber den aus den Körperchen heraustretenden Alkaliionen. 
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® Kohlensäurebindungskurve. 
— u () = Volumkurve. 


Das Blutkörperchenvolumen nimmt zu. Da diese Zunahme unstetig 
ist, so ist es wohl auch der Wassereinstrom aus dem Serum in die 
Körperchen. 


Dieses Verhalten des Blutkörperchenvolumens ist gerade entgegen- 
gesetzt dem der inneren Reibung des Blutes. Während diese bei 
niedrigen Kohlensäurespannungen allmählich und bei peu = etwa 6,55 
unstetig sich vermindert, nimmt das Volumen der Blutkörperchen 
ebenso zu. Nun wäre aber wohl zu erwarten, daß die gequollenen 
Blutkörperchen die Viskosität des Blutes vermehren. Diese Quellung 
kommt aber in der Viskositätskurve nicht zum Ausdruck. Die Ver- 
minderung der inneren Reibung hat ihre Ursache offenbar in einer 
Dehydratisierung der Blutkörperchen, also in einem Verlust der ihnen 
außen angelagerten Wassermoleküle. Diese Wasseranlagerung nimmt 
mit der Entladung der Körperchen ab. Demgegenüber vermehrt sich 
die osmotische Quellung der Blutkörperchen, die auf einer Wasser- 
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aufnahme in die Körperchen beruht. Der Einfluß der Dehydratisierung 
auf die Viskosität überwiegt den entgegengesetzten der vermehrten 
Quellung. 


Zusammenfassung. 


Ebenso wie in der Kohlensäurebindungskurve des Blutes tritt 
auch in der Volumkurve der roten Blutkörperchen eine Unstetigkeit 
auf und zwar bei der gleichen Reaktion. Während das Volumen der 
roten Blutkörperchen mit zunehmender Kohlensäurespannung und 
Wasserstoffionenkonzentration erst stetig sich vergrößert, erfolgt die 
Zunahme bei einer bestimmten Reaktion unstetig. 


Die Bedeutung der Vitamine im Haushalte 
des tierischen Körpers. 


I. Mitteilung. 
Die Rolle der Proteine und Kohlehydrate bei Vitaminhunger. 


Von 
L. Tscherkes. 


Aus dem Institut der allgemeinen und experimentellen Pathologie 
der Medizinischen Akademie in Odessa.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1922.) 
Mit 5 Tabellen im Text. 


l. 

In der ganzen Entwicklung der Stoffwechsellehre wurden, sofern 
es sich um den Chemismus der Lebenserscheinungen handelt, Proteine, 
Kohlehydrate, Fette und anorganische Elemente, ihr Schicksal und 
ihre gegenseitige Wirkung ins Auge gefaßt. Sobald es sich herausstellte, 
daß außer diesen wohlbekannten Nahrungsstoffen noch eine andere 
Gruppe von Substanzen existiert, die ohne Zweifel für den normalen 
Ablauf der Lebensfunktionen wichtig sind und die unter dem Sammel- 
nahmen ‚‚accessorischer Faktor‘, ‚Vitamine‘ oder ‚Nutramine“ 
zusammengefaßt wurden, galt es für notwendig, die Rolle dieser Sub- 
stanzen in der Ökonomie des tierischen Organismus klarzulegen und 
die gegenseitige Beziehung der einzelnen Nahrungsstoffe zu revidieren, 
indem man der Anwesenheit der Vitamine Rechnung trug. 

Aber die physiologische Bedeutung dieser Gruppe blieb ebenso 
wie ihre chemische Struktur unaufgeklärt. 

Noch im Jahre 1847 wies Anderson (1), indem er sich mit der Frage 
über die Herkunft des Skorbutes beschäftigte, darauf hin, daß man für 
die Ernährung außer der stickstoffhaltigen und stickstofffreien Nahrungs- 
stoffe noch anderer Substanzen bedarf, die die Assimilation dieser Stoffe 
fördern und die dazu dienen, ‚‚das Fertige auf den rechten Platz zu bringen‘. 

C. Funks und meine Beobachtungen, die ich weiter vorlege, bestätigen 
vollständig die Hypothese von Anderson. In seiner vorläufigen (2) und in 
den folgenden Mitteilungen (3,4) konnte C. Funk nachweisen, daß die 
Vitamine eine wichtige Rolle in dem Kohlehydratstoffwechsel spielen und 
daß in denjenigen Fällen, wo die Vitamine in der Nahrung fehlen, die Er- 
scheinungen der experimentellen Avitaminose (angenommen, daß alle 
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übrigen Bedingungen gleich sind) sich desto schneller entwickeln, je mehr 
Kohlehydrate das Tier (die Taube) bekommt. Diese Versuche fanden ihre 
Bestätigung in der Arbeit von Braddon und Cooper (5). Vedder (6) und 
Schaumann (7) lehnten aber eine solche Beziehung zwischen den Vitaıninen 
und Kohlehydraten ab. 

Wir unternahmen deshalb eine Nachprüfung der Ansicht Furks. 

In unseren Experimenten dienten uns als Versuchstiere Tauben. 
weil sie mit Leichtigkeit künstlich ernährt werden können und eine 
genaue Abmessung der täglichen Gaben möglich ist. Als Bestandteile 
des Nahrungsgemisches dienten: Kasein — als Eiweiß, Stärke — 
als Kohlehydrate, das Sonnenblumenöl — als Fett und als Salzgemisch 
wurden anorganische Salze nach Me Collum (8) verwandt. Da aber 
einige Autoren Tat B. Mendel (9)) die Vermutung aussprechen, daß 
das Fehlen einiger anorganischer Elemente wie Jod, Mangan oder 
Silicium eine Rolle in der Entwicklung der Avitaminose spielen können, 
so setzte ich dem Salzgemisch auch die letzten bei. 

Die tägliche Ration wurde an der Hand vorläufiger Fütterungen 
der Tauben und Hühner mit Gerste, Weizen und anderen Zerealien 
festgestellt. Damit eine Taube nicht nur ihr Gewicht beibehält, sondern 
sich wohlbefindet und auch im Gewichte zunimmt, sind 17,5 Kal. 
auf 100,0 des Körpergewichtes erforderlich. Diese Ziffer entspricht 
vollständig E. Voits Taubenration, nämlich 5,3 Weizen auf 100,0 Körper- 

ewicht. 

Kasein, Stärke und Salzgemisch wurden im Mörser zu einem 
feinen Pulver gestoßen und dann mit dem Öl zusammengemischt. 

Alle organischen Bestandteile wurden noch vor der Bereitung 
dieser Mischung hoher Temperatur unter Druck (im Autoklaven 40 Min. 
bei 130°) ausgesetzt, wodurch die Vitamine, die thermolabil sind, 
zerstört wurden. 

Der Versuch mit den Tauben Nr. 3 und 4, die bei genügender 
Kalorienzahl eine vitaminfreie Nahrung mit einem ausreichenden 
Quantum Eiweiß bekamen, bestätigt, daß die Avitaminose mit ihren 
typischen Begleiterscheinungen wie Erschöpfung, Lähmung und Kon- 
traktion der Nackenmuskulatur sich desto früher einstellt, je mehr 
Kohlehydrate das Tier aufnimmt (s. Tabelle I). 
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Es ist zu erwähnen, daß die Lähmung und die Krämpfe bei der 
Taube Nr. 4 einen viel heftigeren Charakter hatten und sich energischer 
entwickelten, als bei der Taube Nr. 3. Auch die Erschöpfung war bei 
ihr viel ausgesprochener: sie verlor 7,2%, mehr als Taube Nr. 3. (Siehe 
die in der Tabelle Nr. 2 dargestellten Kurven des Körpergewichtes 
dieser Tauben. Das Körpergewicht ist in Prozenten ihres ursprünglichen 
Gewichtes angegeben.) 


Tabelle II. 


Die Abszissenachse zeigt die Dauer der Beobachtung in Tagen und die 
Ordinatenachse das Körpergewicht der Taube in Prozenten des Anfangsgewichtes. 
Taube 3 















































Somit besteht zweifellos eine nahe Beziehung zwischen Vitaminen 
und Kohlehydratstoffwechsel, und Eykman (10, 11), der zuerst Poly- 
neuritis gallinarum beschrieben hatte, wies auf die enge Beziehung 
dieses,pathologischen Zustandes mit dem Gebrauch von stärkehaltiger 
Nahrung hin. Funk und Cooper (12) konnten auch bei ausschließlicher 
Fütterung mit Kohlehydraten dasselbe Bild der Polyneuritis erzielen. 

Welcher Art die Störungen desKohlehydratstoffwechsels bei vitamin- 
freier Nahrung sind, ist zurzeit nicht bekannt, doch sind einige Symptome 
dieser Störungen gekennzeichnet, und diese sind — Hyperglykämie 
und Verminderung des Glykogenquantums in der Leber. Bei Vitamin- 
zusatz zu dieser Diät verschwindet die Hyperglykämie, und das Gly- 
kogenquantum in der Leber erreicht seinen früheren Stand TO Funk 


und v. Schönborn (13)]. 
2. 
Meine weiteren Beobachtungen zeigten, daß die Vitamine auch 
bezüglich des Eiweißstoffwechsels dieselbe Rolle wie beim Kohle- 
hydratstoffwechsel spielen. Die Erscheinungen der experimentellen 
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Polyneuritis bei den Tauben entwickeln sich desto schneller und er- 
reichen eine größere Intensität, je reicher die tägliche Ration an Eiweiß 
ist. Wenn Tauben nur mit Fett gefüttert werden, so erkranken sie am 
30. bis 33. Tage und gehen am 33. bis 36. Tage zugrunde. Ein Zusatz 
von Kohlehydraten zum Fett nähert den Beginn der Erkrankung 
und beschleunigt den Tod (24. und 30. Tag). Zusatz von Kasein be- 
schleunigt noch mehr die Erkrankung und den Tod, und die Quantität 
des dargereichten Kaseins beeinflußt sehr den Gang der Avitaminose. 
Wenn auch die Fütterung mit 3,0 und 10,0 Kasein pro Tag am 24. Tage 
den Tod beider Tauben (Nr. 23 und 24) herbeiführte, so erkrankte 
doch die Taube Nr. 24 viel früher (am 11. Tage) als die Taube Nr. 23, 
die täglich nur 3g Kasein bekam (am 22. Tage). Das Krankheitsbild 
bei der Taube Nr. 24 hatte einen viel ausgesprocheneren und heftigeren 
Charakter als bei der Taube Nr. 23. Vgl. Tabelle III. 


Tabelle III. 
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Die Kurven auf Tabelle IV stellen die Verminderung des Körper- 
gewichtes bei den Tauben Nr. 21 bis 24 dar, solche, in Prozenten be- 
zogen, auf das Anfangsgewicht des Tieres ausgedrückt ist. Diese Kurven 
zeigen, daß, wo die Nahrung besonders reich an Proteinen war, der 
Gang des Gewichtsverlustes einen besonders ausgeprägten und 
stürmischen Charakter annahm. Die leichten Anstiege in den Gewichts- 
kurven kurz vor dem Tode sind der Lähmung der Kropfmuskulatur 
und der Stauung der Nahrung zuzuschreiben. 
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Bei diesen Versuchen bekamen die Tauben Nr. 21 bis 24 ein 
Nahrungsgemisch mit verschiedener Kalorienzahl, und zwar alle eine 
größere Zahl, als für den normalen Verlauf der Lebensprozesse not- 
wendig war. In einer anderen Reihe von Experimenten bekamen 
die Tiere alle die gleiche Kalorienzahl, und zwar nur die nötige Menge, 
die auf Körpergewichtseinheit ausgerechnet wurde (17,5 Kal. auf 
100,0 Körpergewicht). Die Ergebnisse dieses Versuches waren die- 
selben, die in der ersten Reihe der Experimente schon angegeben waren. 


Tabelle IV. 


Die Abszissenachse zeigt die Dauer der Beobachtung in Tagen 
und die Ordinatenachse das Körpergewicht der Taube in Prozenten 
des Anfangsgewichtes. 


Taube 21 


2 ee ër, E 
X bedeutet den Tag der Erkrankung. 




















Und zwar die Lebensdauer der Tauben Nr. 7, 8, 17 und 18, die weder 
Eiweiß noch Kohlehydrate bekamen, schwankte zwischen 28 und 
34 Tagen und war länger als die derjenigen Tauben (Nr. 15 und 16), 
die Eiweiß und Kohlehydrate bekamen (sie gingen am 20. und 22. Tage 
zugrunde). Bei den zwei letzten Tauben kam das Krankheitsbild eine 
Woche früher zum Vorschein als bei den vier ersten Tauben (s. Tabelle V). 

Die Lebensdauer der Tiere, die anstatt eines Nahrungsgemisches 
eine natürliche Nahrung bekamen, deren Vitamine durch hohe Tempe- 
ratur zerstört waren, unterschied sich nicht von der der Tauben Nr. 15 
und 16. Und zwar ging die Taube Nr. 1, die täglich 5,5 Gerste auf 
100,0 Körpergewicht bekam, am 22. Tage und das Huhn Nr.6 am 
20. Tage zugrunde. Daraus folgt, daß das Krankheitsbild, die Er- 
krankung und die Dauer der Krankheit bei der experimentellen Avita- 
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minose nicht davon abhängen, ob die Tiere mit künstlichem Gemisch, 
oder mit natürlicher Nahrung gefüttert werden. Maßgebend ist nur 
die gegenseitige Beziehung zwischen den Vitaminen einerseits und den 
Kohlehydraten und Proteinen andererseits. 
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Um nur mit vollwertigem Eiweiß zu operieren, reichten wir in 
dem Nahrungsgemisch der Tiere als Protein das Kasein. Da es aber 
von allen Eiweißstoffen der beste Zuckerbildner ist und seine Rolle 
somit nur auf eine Beeinflussung des Kohlehydratstoffwechsels be- 
schränkt sein kann [W. Falta (14), Lüthje (15), A. Magnus-Levy (16)], 
so haben wir jetzt eine ganze Reihe von Versuchen mit anderen Pro- 
teinen angestellt. 


3. 


Die eben besprochenen Versuche erlauben den Schluß zu ziehen, 
daß der intermediäre Stoffwechsel von Eiweiß und Kohlehydraten in 
Abwesenheit der Vitamine einen aberativen Charakter annimmt. Infolge- 
dessen kommen eine ganze Reihe von Störungen im Allgemeinbefinden 
des Organismus (Appetitverlust, Erschöpfung), besonders aber des 
Nervensystems (Lähmungen, Krämpfe) zustande. Das Fehlen der 
Vitamine führt nicht nur dazu, daß die Gewebe die Fähigkeit verlieren, 
die Nahrung auszunutzen, wie es Bieckel (17) vermutet, sondern die 
Nahrung selbst wird für den Organismus zum Gift. 

Wie sich der Einfluß der Vitamine auf den Verlauf des Eiweiß- 
und Kohlehydratstoffwechsels äußert, darüber sind wir zurzeit noch 
nicht im klaren. 
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C. Funk hat sich dahin ausgesprochen, daß die Vitamine als Mutter- 
substanzen für Hormone, Fermente und Sekrete der Drüsen ohne Aus- 
führungsgang betrachtet werden können IO Funk (18), C. Funk und 
Douglas (19). Die Vermutung fand Anhänger TE Müller (20), 
W. Stoeltzner (21), E. Aderhalden (22)]. Aus dieser Hypothese könnte man 
natürlich einen Zusammenhang zwischen Vitaminen einerseits und den 
verschiedenen Stadien des Kohlehydrat- und Eiweißstoffwechsels anderer- 
seits ableiten, jedoch stehen zu ihrer Bekräftigung noch keine anderen 
Facta zur Verfügung außer der Analogie, in minimalen Quantitäten zu 
wirken. Zu beachten ist, daß der russische Pathologe Paschutin (23), der 
bei der Besprechung der Skorbutfrage so klar das Wesentliche der Vitamin- 
lehre formulierte, die Überzeugung äußerte, daß in der Nahrung, außer 
den allbekannten organischen und anorganischen Bestandteilen, noch 
eine andere Gruppe von organischen Stoffen existiere, und ‚daß die 
partielle Störung der Synthese innerhalb des Organismus auf das Fehlen 
einiger komplizierter organischer Stoffe in der Nahrung zurückzuführen sei‘, — 
er vermutet auch, daß ein Band zwischen diesen Stoffen und den endocrinen 
Drüsen existiert. 


Welcher Art auch das Band zwischen den Vitaminen und dem 
Kohlehydrat- und Eiweißstoffwechsel sei, so erlaubt das bestimmte 
Bestehen einer solchen Beziehung schon zurzeit eine Reihe von Schlüssen, 
die nicht nur rein theoretische, sondern auch praktische Bedeutung 
haben. 


Im Rahmen der oben besprochenen Beziehung befindet sich nämlich 
die Lösung der rätselhaften Tatsache, auf die W. Stepp (25) bei einer Be- 
sprechung der Rolle von Lipoiden im tierischen Haushalte aufmerksam 
machte. Wenn man Mäuse mit einer mehlartigen Nahrung, die eiweiß- 
reich ist, ernährt und dabei die Lipoide mit Alkohol extrahiert*), so gehen 
die Tiere zugrunde. Der Zusatz von roher Milch zu solcher Nahrung macht 
sie für die Mäuse brauchbar und die letzteren zeigen dann keine Abnormi- 
täten. Der Ersatz roher Milch durch gekochte rettet die Mäuse nicht und 
sie gehen gewöhnlich in vier Wochen zugrunde. Dagegen bei einer avs- 
schließlichen Ernährung mit gekochter Milch konnte man während einer 
Beobachtungszeit von sechs Wochen keine schädliche Wirkung wahr- 
nehmen. Es scheint paradox, daß die gekochte Milch, die an und für sich 
zur Ernährung ausreicht, beim Zusatz eines Nahrungsmittel, das reich 
an Eiweiß und Kohlehydrate ist, in ein für die Ernährung untaugliches 
Produkt umgewandelt wird. Die oben erwähnten Versuche von Funk und 
die meinigen bringen Licht in die von Stepp bemerkten Tatsachen. Beim 
Kochen der Milch werden die Vitamine wenn nicht vollständig, so doch 
in bedeutendem Maße zerstört. Wenn die Versuche nicht in sechs Wochen 
unterbrochen worden wären, so würden die Tiere zugrunde gegangen sein**). 


*) Für diesen Zweck benutzte der Autor das käufliche Mehlpräparat 
„‚Protamol‘‘, das aus Reis bereitet wird und bei dem Mahlen durch ein 
besonderes Verfahren an Eiweiß angereichert wird. 

**) Die Dauer der Beobachtung ist wesentlich für alle Versuche mit 
den Vitaminen. Und eine ganze Reihe unrichtiger Schlüsse auf diesem 
Gebiete ist auf die frühzeitige Sistierung der Versuche zurückzuführen. 
Stepp (25) selber wies später auf die Bedeutung der Dauer der Beob- 
achtung hin. 
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Wenn man bei Ernährung mit gekochter Milch zu einer solchen fast vitamin- 
freien Nahrung große Quantität an Eiweiß und Kohlehydrat zusctzt, 
gehen die Mäuse, wie auch laut früheren Versuchen zu erwarten ist, zu- 
grunde, weil in die Alkoholfraktion des extrahierten Mehlpräparates nicht 
nur die Lipoide, sondern auch die Vitamine hineingehen*). Der Zusatz 
roher Milch zu dieser durch Alkohol extrahierten Mehlnahrung verwandelt 
sie in ein für die Tiere anwendbares Produkt. Diese Beobachtung gehört 
zu derselben Kategorie wie die unserige mit Tauben Nr. 21, 22, 23, 24 und 
28, und steht scheinbar im Widerspruch mit allen diesbezüglich herrschen- 
den Vorstellungen. 


Es zeigt sich, daß, wenn wir den Nahrungswert durch Zusatz von 
Eiweiß und Kohleh ydraten (in Abwesenheit von Vitaminen) steigern, diese 
Nahrung für die Versuchstiere schädlich wird. Sie gehen desto schneller 
zugrunde, je vollwertiger die Kost ist. 

Als Schaumann sich gegen den Zusammenhang zwischen Kohlehydrat.- 
stoffwechsel und Vitaminen aussprach, machte er auf die Tatsache auf- 
merksam, daß man die experimentelle Polyneuritis auch durch eine kohle- 
hydratfreie Nahrung (z. B. bei Fütterung mit gekochtem Fleisch) hervor- 
rufen kann. Unsere Versuche, die Beziehung zwischen Vitaminen und 
Proteinstoffwechsel festzustellen, bringen ein versöhnendes Moment in 
diesen scheinbaren Widerspruch. Indessen zeigte der Versuch mit den 
Tauben Nr. 21 und 28, daß die experimentelle Avitaminose auch bei 
absoluter Abwesenheit von Proteinen und Kohlehydraten in der Nahrung 
erreicht werden kann, und einige Autoren konnten sogar bei Hunger- 
versuchen mit Vögeln Polyneuritis beobachten /[Chamberlain, Bloombergh 
und Küburn (26), Eykman und van Hoogenhuyze (27), Eykman (2811 Bei 
alleiniger Fütterung mit antineuritischen Substanzen beobachtete Eykman 
(28) das ganze Bild der Hungererschöpfung und dabei fehlten alle 
Symptome der Polyneuritis**). 

Die Entwicklung der experimentellen Avitaminose bei einer eiweiß- 
und kohlehydratfreien Diät (die Fettdiät der Tauben Nr. 21 und 28) 
und die Fälle von Polyneuritis bei vollständigem Hunger widersprechen 
unserer Hypothese nicht. Hier ist die Avitaminose auch das Resultat 
eines abnormen Kohlehydrat- und Proteinstoffwechsels, jedoch stammen 
die Proteine und Kohlehydrate in diesem Falle nicht aus dem Darm- 
traktus, sondern aus den Gewebsvorräten, und der ungewöhnliche 
Verlauf des abnormen Stoffwechsels tritt erst nach der Erschöpfung 
des Vitaminvorrates des Organismus ein. Auf Grund dieser Versuche 
kann ich die Ansicht von Abderhalden, Lampe und Ewald (29), daß 
die Avitaminose eine Darmintoxikalion ist, nicht bestätigen. 

Von diesem Standpunkte aus — der enge Zusammenhang zwischen 
Eiweiß- und Kohlchydratstoffwechsel einerseits und Vitaminen anderer- 
seits — wird meiner Ansicht nach auch die sogenannte paradoxe Reaktion 


*) Diese Arbeit erschien erst im Jahre 1911 und dem Verfasser waren 
die Vitamine noch unbekannt. 
**) Wir konnten bis jetzt bei Hungerversuchen mit Vögeln die 
Polyneuritis nicht erzielen. 
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des Kindes auf die Nahrung (statt sich normal zu entwickeln, fängt 
das Kind an, krankhaft auf die Nahrung zu reagieren) rechtzeitig zu 
prüfen sein. Hier liegt auch der Schlüssel zur Lösung der Mehlnähr- 
schadenfrage und anderer Störungen der Kinderernährung. 

Die in dieser Arbeit gebrachten experimentellen Tatsachen ge- 
winnen eine praktische Bedeutung in denjenigen Fällen, wo die Nahrung 
arm an den vitaminhaltigen Substanzen ist. So wird das für die Er- 
nährung der weißen Mäuse so günstige Kommißbrot, falls es mit Saccha- 
rose zusammen verabfolgt wird, schädlich [T7achau (30). In den 
Fällen, wo die Nahrung arm an Vitaminen ist — stehen wir vor der 
Alternative, entweder partiellen Hunger mit verhältnismäßig kleinem 
Eiweiß- und Kohlehydratgehalt zu wählen, oder aber ein genügendes 
Quantum dieser Nahrungssubstanzen zu reichen und vor der Gefahr 
einer Ävitaminose zu stehen. Es erseheint zweifellos, daß die ersten 
Symptome der Avitaminose — Appetitverlust, Nahrungswiderwille und 
bei weiterer künstlicher Ernährung Erbrechen — sehr zweckmäßige 
Erscheinungen sind. Die klassische Avitaminose — Beriberi in der 
japanischen Flotte wurde dadurch erfolgreich bekämpft, daß man zu 
gleicher Zeit den Prozentgehalt der Kohlehydrate der Nahrung ver- 
minderte und ein größeres Quantum von vitaminhaltigen Substanzen 
zusetzte [Takaki GIL Vor der Hand können wir weder die qualitative 
Beschaffenheit *) noch die notwendige quantitative Beziehung zwischen 
organischen Bestandteilen der Nahrung und Vitaminen feststellen. 
Unsere Versuche sprechen dafür, daß der Fettstoffwechsel anscheinend 
am wenigsten beim Vitaminhunger leidet. Gegenwärtig besteht unsere 
Arbeit in einer mehr detallierten Aufklärung der Beziehung zwischen 
Avitaminosen einerseits und Fettstoffwechsel andererseits. 

Es scheint, daß die sogenannte „biologische Wertigkeit‘“ ver- 
schiedener Nahrungssubstanzen [Thomas (33)], insbesondere der ver- 
schiedener Mehlsorten [Klotz (34, 35)], im hohen Grade von der gegen- 
seitigen Beziehung der Vitamine einerseits und der Kohlehydrate und 
Proteine andererseits abhängt. Durch meine vorläufigen Versuche 
habe ich festgestellt, daß die Amplitude einer solchen Beziehung, 
welche eine Taube von 250,0g Körpergewicht an der Grenze des 
normalen und des avitaminösen Zustandes erhält (der Versuch dauerte 
6 Monate), zwischen folgenden Mischungsverhältnissen der täglichen Diät 
schwankt: 5g frische Gerste und 15 g vitaminfreie Gerste (Erhitzung 
bis 130° 40 Min.) und 2g frische und 18g vitaminfreie Gerste. 

Unsere Versuche zeigten auch, daß bei Entstehung der Avitaminose 
solche anorganische Elemente, wie Jod, Mangan und Silicium, keine 


*) Einen solchen Versuch hat in England ‚Committee on Accessory 
Food Factor‘ gemacht (33). 
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Rolle spielen. In der Diät, die ich vorbereitete und meinen Versuchs- 
tieren darreichte, waren diese Elemente vorhanden, aber das Bild 
der Avitaminose war dasselbe und sie trat zu derselben Zeit auf wie 
bei Versuchstieren, deren Diät frei von solchen Elementen ist. 

Alles Dargelegte räumt der Vitaminfrage eine besondere Stellung 
ein. In diesem Problem sind die theoretischen Erwägungen mit Fragen 
von rein praktischer Bedeutung eng verbunden. Es ist noch vieles 
Ungewisses da, vieles, was man nur vermuten kann, jedoch die Ver- 
mutung und die Hypothesen sind immer eine Anregung für weitere 
wissenschaftliche Arbeiten. 
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Über Eiweißkörper im Harn bei Amyloidose der Niere 
' und bei der Brightschen Nierenerkrankung. 


Von l 
Ubaldo Sammartino (Rom). 
(Aus dem Laboratorium der L. Spieglerstiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 8. Juli 1922.) ` 


In dieser Zeitschrift (127, 107, 1922) hat Hans Eppinger eine 
interessante Untersuchung über Amyloid veröffentlicht und gezeigt, 
daß die Substanz phosphor- und schwefelfrei ist, ein Eiweißkörper 
mit hohem Tyrosingehalt und viel Diaminosäuren ist. Cystin und 
Histidin fehlen aber im Molekül, ebenso Kohlenhydrate. 

Es war nun von Interesse, zu sehen, ob bei der amyloiden Ent- 
artung der Niere das von der Niere ausgeschiedene Eiweiß verschieden 
ist von dem Eiweiß, welches etwa eine Brightsche Niere ausscheidet. Es 
war nicht der Zweck dieser Arbeit, die verschiedenen Eiweißkörper, 
die Albumine und Globuline zu trennen, sondern es handelte sich 
darum, ob die chemische Zusammensetzung dieser Eiweißkörper in 
bezug auf die Art und Menge der Aminosäuren bei diesen zwei ver- 
schiedenen Erkrankungen eine verschiedene ist. 

Zu diesem Zwecke wurde aus dem Harne eines Falles von Bright- 
scher Niere und eines Falles einer amyloiden Niere das Eiweiß dar- 
gestellt. Wir verdanken die Harne Hans Eppinger. Um die auch 
minimale Wirkung der proteolytischen Fermente zu verhindern, wurde 
der frische ausgeschiedene Harn nach Ansäuern mit verdünnter Essig- 
säure durch Kochen koaguliert. Dann wurde die Fällung zentrifugiert, 
mit destillierttem Wasser und Alkohol von 96%, gut ausgewaschen, 
mehreremal mit absolutem Alkohol und Äther behandelt und im Trocken- 
schrank bei 110° getrocknet. Die beiden Albumine wurden pulverisiert 
und über Schwefelsäure zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Sie zeigten die verschiedenen Eiweißreaktionen: stark positiv 
die Hopkins-Cole- Adamkiewiczsche Reaktion, positive Biuretprobe, 
ebenso Millonsche Reaktion und die Xanthoproteinreaktion. 

Mit dem Orcinreagens von Bial und mit &-Naphtol und Schwefel- 
säure bekommt man eine positive Reaktion. 


86 


geprüft. 


U. Sammartino: 


Rückstand. 


Tabelle I. 


Beide Albumine wurden mittels der Salpeterschmelze auf Schwefel 
Sie zeigen einen deutlichen Niederschlag von Ba SO, 
Bei den Aschenbestimmungen erhielten wir keinen glühbeständigen 


Die verschiedenen Aminosäuren werden nach ran Slyke bestimmt. 


I. Albumin, Brightsche Niere. 





Gesamt: N — 16,417, 


Ammoniak-N 

Melanin-N 

Arginin-N 

Histidin-N 

Cystin-N . 

LysinN ....... 

Amino-N des Filtrates 
der Basen . .... 

Nicht Amino-N des 


Filtrats der Basen 

(Prolin, Oxyprolin, 

!/, Tryptophan). 
Total 





‘Nicht korrigierte 
Verte 


1.19 
2.12 
10.87 
3.12 | 
0.08 
14,19 


28,26 


99.10 


101.14 


Tabelle II. 


Ä Werte korrigiert 
' für die Löslichkeit 
| der Basen 

I 


7,79 
2.72 
11,72 
415 | 
0.08 


14.32 


30,27 


58,40 


| 60.34 


1.94 } 
101.12 


II. Albumin, Amyloidniere. 





Gesamt:N — 15,6% 


Ammoniak-N . 

Melanın-N 

Arginin- N 

Histidin. N 

Cystin-N . 

Lyssin-N ....... 

Armıno-N des Filtrates 
der Basen `, 

Nicht Amino-N des 
Filtrats der Basen 
(Prolin, Oxvprolin, 
1/, Tryptophan). 


Total 


Nicht korrigierte 
'erte 


8.78 
3.19 
109.05 | 
3.02 
0.33 
11.99 


| 26,29 


61.20 | 


wan 
1.80 
101,35 


Werte korrigiert 
fur die l.oslichkeit 
der Basen 


8,78 
3,19 
10,77 
4,18 
0,33 
12,12 


28.0 


e 
61,42 
TA 
101,39 


In beiden Tabellen sind die Korrekturen für die Löslichkeit der 
Basen für Cystin nicht berücksichtigt, weil die Cystinmenge sehr klein 
war. 
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Tabelle III. 
Tyrosin- und Tryptophan-Bestimmungen nach. Folin und J.M. Looney’). 





em 





Werte am | Werte am | 
Hydro» Dubosque `  Dubosque 
nee abgelesen für ! abgelesen für Na rosin | Tryptophan 
g Hosung Tyrosin ` Tryptophan | 
cm mm mm | Ola E la 
-= m Te i T a a u 
I: Albäinie, Brightsche | | | | 
Niere . | pu ‚2,712, 2,046 
LI. Albumin, Amyloid- | | | Ä 
niere EEE E 15,5 23,46 j| 3,798; 1,255 


Es wurde für die Bestimmung genommen Albumin I 1,1102g, 
Albumin II 1,1325 g. Beide nach der Hydrolyse auf 100 cem aufgefüllt. 


Methodik. 


Albumin Il. 


2,6874 g getrocknetes Albumin werden mit 20 Teilen 20 proz. Salz- 
säure während ungefähr 40 Stunden hydrolysiert und die Lösung in einem 
Meßkolben auf 250 ccm gebracht. Von dieser Lösung werden 20 cem für 
Kjeldahlbestimmung entnommen. 

Der gesamte Stickstoff entspricht 25,2 ccm n/10-Säure, entsprechend 
0,0353 g N, das ist 16,41% Gesamt-N. 

Ammoniak. Bei der Ammoniakbestimmung von 210 cem Lösung 
werden 17 ccm n/10-Schwefelsäure verbraucht, entsprechend 0,02895 g N, 
das ist 1,28%. 

Melanin. Der Melanin-N verbraucht 7,2 cem n/10-Säure, das ist 
0.01008 g N oder 0,4466% der Substanz. 

Cystin. Das Gewicht von BaSO, aus 10 ccın der Basenlösung ent- 
nommen (aus einem Meßkolben von 50 ccm), war 0,0010 g, entsprechend 
0,0003 g N aus 2,257 g der Substanz. 

Arginin. Die Menge der n/10-Säure, welche neutralisiert wurde, 
war 7,2 ccm, entsprechend 6,04032 g Argininstickstoff, aus 2,257 g der 
Substanz, und zuzüglich der minimalen Menge N des Cystins 0,04026 g. 

Gesamt-N der Basen. Die ar ne der verbrauchten n/10-Säure bei 
der Kjeldahlbestimmung beträgt 30,2 ccm, dazu wird zugeschlagen die 
Menge, welche vorher aus dem Ainmoniak des Arginins und Cvystins 
neutralisiert wurde, das ist 37,4 ccm, entsprechend 0,1047 g N für 2,257 g 
Substanz. 

Amino-N der Basen. Die Menge des gasförmig entwickelten N war 
24,9 cem bei 20,5° T und 751l mm Hg, entsprechend 0,06989 g Amino-N, 
und mit der Korrektur für Cystin 0,0668 g für 2,257 g Substanz. 

Amino-N des Filtrates. Die Menge des gasföürmig entwickelten N 
war 25,6 ccm bei 18° T und 750 mm Hg und 26 cem bei T 19° und B 750 mm 
Hg, entsprechend 0,2177 g bzw. 0,2201 g, was einen Mittelwert von 
0.2189 g N für 2,257 g Albumin gibt. 

Gesamt-N des Filtrates. Die Menge der verbrauchten n/10-Schwefel- 
säure Bech 27,5 cem (Mittel aus zwei Bestimmungen), entsprechend 
0,2310 g N für 2,257 g Albumin. 


1) Journal of biolog. chemistry al, 491, 1922. 
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Albumin II. 


3,3824 g getrocknetes Albumin werden, wie Albumin I, mit 20proz. 
Sulzsiure etwa 40 Stunden hydrolysiert; das Produkt der Hydrolyse wird 
in tarierte Kolben zu 250 cem gebracht, und 20cecm werden für die Kjeldahl- 
bestimmung entnommen. 

Der Gesamt-N entspricht 30,15 com n;10-Säure, das ist 0,5276 g für 
3,382 g Albumin, dus ist 15,60%, N. 

Ammoniak. Bei der Ammoniakbestimmung von 210 ccm Lösung 
werden 22,9 cem n/10-Säure verbraucht, entsprechend 0,039 g N für 2,841 g 
Albumin. 

Melanin. Der Melaninstickstoff verbraucht 10,1 cem n/10-Säure, 
das sind 0,01414g N für 2,841 g Substanz. 

Cystin. Das Gewicht von BaSO, aus 10 cem der Basenlösung, ent- 
nommen avs einem Meßkolben von 50 ccm, war 0,0049 g, entsprechend 
0,00147 g N für 2,841 g Substanz. 

Arginin. Die Menge der n’10-Säure, welche neutralisiert wurde, 
war 8,001 cem , entsprechend 0,0448 g N für 2,841 g Albumin, und zuzüglich 
der Menge N des Cystins 0,04455 g. 

Total-N der Basen. Die Menge der verbrauchten n’1l0-Säure bei der 
Kjeldahlbestimmung beträgt 32,7 cem, dazu wird zugeschlagen die Menge, 
welche vorher aus dem Ammoniak des Arginins und Cystins neutralisiert 
wurde. Das ist 40,7 ccm, entsprechend 0,1166 g N für 2,841 g Albumin. 

Amino-N der Basen. Die Menge des gasförmig entwickelten Stick- 
stoffs war 27,5 cem bei 22° T und B 751mm Hg, entsprechend 0,07654 g 
Amino-N, und mit der Korrektur für Üystin 0,07166 g N für 2,841 g Substanz. 

Amino-N des Filtrates. Die Menge des gasförmigen N war 32,2 ccm 
bei 20° T und B 750 mm Hg, entsprechend 0,2713 g N für 2,841 g Substanz. 

Gesamt-N des Filtrates. Die Menge der verbrauchten n/10-Schwefel- 
säure beträgt 33,3 cem (Mittel aus zwei Kjeldahlbestimmungen), ent- 
sprechend 0,2797 g N für 2,841 g Substanz. 


Man sieht beim Vergleich der beiden Tabellen, daß der Gehalt 
an Stickstoff bei dem Ampyloideiweiß niedriger ist, der Ammoniak- 


wert höher, die Melaninmenge ebenfalls höher, der Arginingehalt 


etwas niedriger, hingegen ist der Cystingehalt höher, der Histidin- 
gehalt ebenfalls höher, der Lysingehalt niedriger. Es unterscheiden 
sich also die bei den beiden Nierenerkrankungen ausgeschiedenen 
kiweißkörper in ihrem Gehalt an den verschiedenen Aminosäuren 
recht beträchtlich, insbesondere sieht man dies bei der Bestimmung 
des Tyrosins und des Tryptophans, wobei sich herausstellt, daß das 
Harneiweiß bei Briyhtscher Niere weniger Tyrosin enthält als bei der 
Ampyloidnicre, aber fast doppelt so reich ist an Tryptophan. H. Eppinger 
hat das gleiche bei der Untersuchung des Amvloids gefunden. 


| Über den Einfluß der Abkühlung auf das Muskelkreatin. 


Von 
Alexander Palladinf und Anna Kudrjawzeft. 


(Aus dem physiolog. -chem. Laboratorium der Universität zu Charkow.) 
(Eingegangen am 13. Juli 1922.) 


Mit 1 Kurve ım Text. 


Eine Reihe von Arbeiten, die in den letzten 15 Jahren veröffentlicht 
worden sind, weisen darauf hin, daß die Kreatinbildung mit physio- 
logischen Prozessen im Muskelgewebe verknüpft ist und daß der Kreatin- 
gehalt in den Muskeln von deren Zuständen abhängt und sich je nach 
dem Wechsel dieser Zustände dementsprechend ändert. 


Schon Liebig!) deutete auf den Einfluß hin, den die mit der Muskel- 
tätigkeit verknüpften chemischen Vorgänge auf den Kreatingehalt in den 
Muskeln äußern. Weitere Untersuchungen, insbesondere die von Weber ?), 
Howell und Duke), Pekelharing und v. Hoogenhuyze‘) bestätigten diese 
Ansicht Liebigs, und heute kann als feststehend angenommen werden, daß 
die Kreatinbildung sich bei der Erhöhung des Muskeltonus steigert. So 
vergrößert sich beispielsweise der Kreatingehalt in den Muskeln bei der 
Hitze und Totenstarre und verringert sich umgekehrt, wenn man den Tonus 
beseitigt, etwa vermittelst der Durchschneidung des Ischiadicusnervens. 

Andererseits kann man aber jetzt als festgestellt gelten lassen, daß 
die Quelle des Kreatins und Kreatinins im Harn (bei kreatinfreier Er- 
nährung) im Kreatin des Muskelgewebes zu suchen ist. Jedesmal, wenn 
ın Verbindung mit den Prozessen bei den tonischen Muskelverkürzungen 
oder in Verbindung mit dem Zerfall des Muskeleiweißstoffes unter dem 
Einfluß irgendwelcher pathologischer Vorgänge eine gesteigerte Kreatin- 
bildung in den Muskeln festgestellt werden kann, findet auch eine Aus- 
scheidung von Kreatin und eine verstärkte Ausscheidung von Kreatinin 
statt. So verstärkt sich beispielsweise nach Weber und Forschbach 5) die 


1) Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm. 62, 257, 1847. 

2) Weber, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 58, 93, 1907. 

3) Howell und Duke, Amer. Journ. of Physiol. 23, 174, 1908. 

%) Pekelharing und v. Hoogenhuyze, H. 64, 262; 69, 395, 1910. 

5) Weber und Forschbach, Zentralbl. f. Physiol. und Pathol. des Stoff- 
wechsels 18, 1906. 
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Kreatininausscheidung beim Starrkrampf und nach der Einspritzung von 
Cinchonin nach Pekelharing und Harking!) nach andauerndem Stramm. 
stehen, und nach den Daten einer ganzen Reihe von Autoren ?) bei allen 
den Krankheiten, wo ein erhöhter Zerfall des Gewebeeiweißstoffes beob- 
achtet werden kann. Besonders deutlich wird in den Forschungen von 
Becker?) und Myers und Fine *) dieser Zusammenhang zwischen einer 
Steigerung des Kreatingehaltes in den Muskeln und dem Auftreten des 
Kreatins im Harn oder einer verstärkten Ausscheidung von Kreatinin. 
Becker fand, daß während der Schwangerschaft der Kreatingehalt in der 
glatten Muskulatur der Gebärmutter, sowohl der Frauen, als auch der 
Kühe, sich bedeutend steigere; dabei vergrößert sich bei den Kühen der 
Kreatingehalt in bedeutend höherem Grade in den Muskeln des trächtigen 
Gebärmutterhornes als des leeren, d. h. in den Muskeln, deren Tonus ge- 
steigert ist. Nach der Geburt verringert sich der Kreatingehalt in der 
Muskulatur der Gebärmutter und geht (nach einigen Tagen) ın den normalen 
Zustand über. Dieser Umstand bedingt eine gesteigerte Kreatinaus- 
scheidung im Verlauf der ersten Tage nach der Geburt, die nun mehr als 
zweimal die Ausscheidung übertrifft, die in der letzten Schwangerschafts- 
periode statthat. Myers und Fine untersuchten den Einfluß des Hungers 
auf die Kıeatinausscheidung und den Kreatingehalt in den Muskeln und 
fanden, daß in den ersten Tagen des Hungers parallel mit dem Auftreten 
des Kreatins im Harn der Kreatingehalt auch in den Muskeln wachse. Am 
Ende der Hungerperiode, im Gegenteil, sinkt der Kreatingehalt in den 
Muskeln unter die Norm). 


Von einem von uns®) ward festgestellt, daß das Kreatin im Harn 
der Kaninchen bei der Abkühlung auftritt, wenn ihre Körpertemperatur 
‘nach einem kalten Wannenbade bis auf 30° herabgesetzt wird. Dabo 
zeigte sich auch Zucker im Harn, was schon früher von Guinquard, 
Araki und Glaessner’) festgestellt war; so daß also in diesem Falle 
ein Parallelismus in der Ausscheidung von Zucker und Kreatin beob- 
achtet wurde, der schon früher bei verschiedenen Bedingungen fest- 
gestellt worden war. 

Es darf angenommen werden, daß die Kreatinausscheidung in 
diesem Falle durch den gesteigerten Zerfall des Muskeleiweißstoffes 
in Verbindung mit einer verstärkten Kreatinbildung bedingt wurde. 
Pflüger®) stellte fest, daß bei einer Herabsetzung der Körpertemperatur 
der Kaninchen um 8 bis 10° der Stoffwechsel sich in ihrem Körper 


1) Pekelharing und Harking, H. Za, 207, 1911. 

2) Die Literatur in dieser Frage siehe A. Palladin, Untersuchungen 
über Bildung und Ausscheidung des Kreatins. Charkow 1916. 

3) Becker, H. 87, 21, 1917. 

4) Myers und Fine, Journ. of Biol. Chem. 15, 283, 1913. 

5) Zu demselben Ergebnis gelangten Mendel und Rose (mit einem 
Kaninchen), Domer (mit Kaninchen), Howe und Hawk (mit Hunden) und 
4. Palladin (mit Meerschweinchen). 

6) JI. Palladin, Wratschebnoje Djelo Nr. 25. Charkow 1919. 

7) Siehe Fürth, H. 64, 156, 1919. 

8) Pjlüger, Pflügers Arch. 18, 1878. 
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bedeutend erhöht. Diese Stoffwechselsteigerung (zum Zwecke der 
Wärmeregulierung) wird (hauptsächlich) durch die Steigerung der 
Muskeltätigkeit bedingt, insbesondere durch die Erhöhung des Tonus 
der Muskulatur". 

Findet nun bei dieser Steigerung des Stoffwechsels auch ein er- 
höhter Prozeß der Kreatinbildung statt, falls hier eine Erhöhung des 
Tonus der Muskulatur Platz hat und falls die Kreatinbildung mit dem 
Tonus der Muskeln im Zusammenhang steht ? — Diese Frage zu lösen, 
war der Zweck meiner Untersuchung. 

Die Versuche wurden mit erwachsenen Kaninchen angestellt, die 
mit demselben Futter genährt wurden wie die Kaninchen, an denen 
man den Einfluß der künstlichen Abkühlung auf die Kreatinausscheidung 
studiert hatte, nämlich mit Hafer und Heu. 

Die Kaninchen sind für die unten beschriebenen Versuche sehr ge- 
eignet, weil der Kreatingehalt in ihren Muskeln bei normalen Bedingungen 
sich durch eine erstaunliche Beständigkeit auszeichnet. Dies war fest- 
gestellt durch Myers und Fine?), Riesser?), Becker‘), Baumann) und 
A. Palladin‘), die gefunden hatten, daß der Kreatingehalt in den Muskeln 
der Kaninchen bei normalen Bedingungen zwischen 0,521°, und 0,525% 
schwanke. 

Für die Versuche wurden vorzugsweise Kaninchen von einem 
Wurf gewählt. Nachdem der ganze Wurf nicht weniger als zwei Wochen 
im Laboratorium mit Hafer und Heu gefüttert worden war, wurde ein 
Kaninchen zur Bestimmung des normalen Kreatingehaltes in seinen 
Muskeln verwendet, die anderen zu Versuchen nach der Abkühlung 
aufgebraucht, und das letzte diente gewöhnlich wiederum zur Kontroll- 
bestimmung des normalen Kreatingehaltes in den Muskeln. Alle die 
Kontrollversuche bestätigten abermals die eben angeführten Daten 
über die Beständigkeit des Kreatingehaltes in den Muskeln der Ka- 
ninchen bei normalen Bedingungen: wieder wurden dieselben Zahlen 
gefunden von 0,522 bis 0,527% (Mittel — 0,524°5). 

Die Abkühlung ward so erzielt, daß das Kaninchen, mit dem Rücken 
nach unten gekehrt, an ein Brett gebunden wurde, das in eine Wanne 
mit kaltem Wasser (+ 7 bis + 11°) in der Weise eingetaucht wurde, 
daß fast der ganze Körper des Kaninchens, mit Ausnahme des vorderen 
Teiles des Brustkastens und des Kopfes, im Wasser lag. In den Mast- 
darm ward das Thermometer gesteckt. das eine beständige Beobachtung 


I) Loewy, Oppenheimers Handb. d. Biochem. IV, 1, S. 204 — 205, 1911. 

2) Myers und Fine, Journ. of Biol. Chem. 14, 789, 1913. 

3) Riesser, H. SG 415, 1913. | 

4) Becker, Ebendaselbst 87, 21. 1912. 

5) Baumann, Journ. of Biol. Chem. 17, 15, 1914. 

6) A. Palladin und Wallenburger, Bulletins de Academie Russe des 
Sciences 1914, S. 1727. C.r. de la Soc. de Biol. 78, III, 1915. 
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der Körpertemperatur des Kaninchens ermöglichte. Lie Versuchstiere 
wurden so lange in der Wanne gehalten, bis ihre Körperwärmce auf 
30° gesunken war. Eine stärkere Abkühlung war nicht beabsichtigt. 
da die Tiere bei einer stärkeren Temperaturherabsetzung oft nicht 
mehr imstande sind, die normale Temperatur zurückzugewinnen und 
leicht eingehen!). Nach dem Bade ließ man die Kaninchen in einem 
Käfig im Laboratorium, dessen Temperatur zwischen + 8° und -- 12° 
schwankte, bis man sie tötete, um unmittelbar darauf den Kreatin- 
gehalt in ihren Muskeln zu bestimmen. 

Da es wissenswert war, zu verfolgen, wie sich der Kreatingehalt 
in den Muskeln nach verschiedenen Zeiträumen nach der Kühlung 
ändere, wurden die Kaninchen bald nach 12 Stunden, bald nach 
24 Stunden usw. nach dem kalten Bade getötet. 

Die Bestimmung des Kreatingehaltes der Muskeln war nach einer 
etwas abgeänderten Methode ausgeführt °). 

Das Kaninchen wurde durch einen Stich in die Art. carotis getötet. 
Unmittelbar darauf ward die Haut abgezogen und die ganze Muskulatur 
mit Ausnahme der Bauchmuskeln abpräpariert. Die Muskeln wurden 
sodann achtsam vom Fett und Bindegewebe gereinigt und sorgfältig 
durch ein viermaliges Durchlassen durch die Fleischmaschine zer- 
kleinert, wobei mit besonderer Aufmerksamkeit dafür gesorgt wurde, 
daß sich die einzelnen Muskelteile gehörig durcheinandermischten. 
Von der erhaltenen Menge wurden schnell und möglichst genau für 
die Versuche drei Portionen zu 20g abgewogen. 

Jede dieser Portionen brachte man gleich nach dem Abwiegen 
in eine kochende 5proz. Lösung von NaCl im Volumen von 150 cem. 
Nach Hinzufügung einer kleinen Menge von Essigsäure (wenige Tropfen 
einer 1Oproz. Lösung) wurde alles aufgekocht und sogleich durch eine 
Nutsche filtriert, wobei der Druck im Kolben mit Hilfe einer Luft- 
pumpe vermindert wurde. Der Rückstand wurde zusammen mit dem 
Filter sorgfältig im Mörser zerrieben, abermals mit einer neuen Portion 
Wasser durchgekocht und abfiltriert. Ein solches Durchkochen mit 
neuen Wasserportionen wiederholte sich viermal, und das letztemal 
wurde der Rückstand auf dem Filter sorgfältig mit heißem Wasser 
durchgewaschen. Die Filtrate und Spülwässer wurden verbunden 
und im Wasserbade annähernd bis auf 70 cem eingedampft, darauf 
in den Erlenmeyerschen Kolben gegossen und mit Wasser bis auf 100 cem 
ergänzt. 

Zur Überführung des in der Lösung dieses Kolbens vorhandenen 
Kreatins zu Kreatinin nahm man mittels Pipette 2cem Lösung und 


1) Fürth, H. 64, 156. 1914. 
*) A. Palladin und Wallenburoer, Le: A. Palladin, Le 1916. 
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goß sie in einen konischen Kolben, in den darauf 20 cem einer gesättigten 
Pikrinsäurelösung nebst 75ccm Wasser mit Hinzufügung von ein bis 
zwei Glasperlen hinzugegossen wurden. Der Kolben wurde auf ein 
Drahtnetz gestellt und mit einer Spirituslampe zum Sieden gebracht 
und eine Stunde lang langsam gekocht. Wenn bis zu dieser Frist die 
Flüssigkeit noch nicht bis zu 22 cem eingedampft war, so war die 
Erhitzung so lange fortgesetzt, bis das Volumen der Flüssigkeit 22 ccm 
betiugt). 

Nach völliger Abkühlung (gewöhnlich am nächsten Tage) wurden 
4 ccm 10proz. Ätznatrons in den Kolben hinzugegossen. Nach 10 Min. 
wurdeder Inhalt des Kolbens quantitativ in einen Meßkolben von 250 cem 
Volumen getan, der sofort bis zur Marke mit Wasser gefüllt wurde. Die 
kolorimetrische Bestimmung wurde mit Hilfe des Kolorimeters von 
Dubosqu gemacht. Die Standartlösung, die gleichzeitig mit der Ver- 
suchslösung zubereitet wurde, bestand aus 1,5 mg Kreatinin (Merck), 
20 ccm gesättigter Pikrinsäurelösung und A eem 10proz. Ätznatrons, 
die ebenfalls im Meßkolben mit Wasser verdünnt wurden. 

Jeder Versuch ergab drei Bestimmungen (es wurden jedesmal 
je drei Portionen Muskelsubstanz genommen), die uns eben den Kreatin- 
gehalt der Muskeln des betreffenden Versuchskaninchens gaben. 

Wie aus den nachstehenden Protokollen der Versuche ersichtlich, 
war die Ausscheidung des Kreatins bei der Kühlung der Kaninchen 
in der Tat durch eine gesteigerte Kreatinbildung in den Muskeln bedingt. 

Die Protokolle der Versuche Nr. 1 bis 5 sind vollständig mitgeteilt; 
die Resultate der übrigen Versuche (mit Einschluß von Nr. 1 bis 5) 
sind in der Tabelle I gegeben. 


Versuch 1. (Kontrollversuch ohne Abkühlung.) 


Das Kaninchen wiegt 1950 g. War mit Heu und Hafer genähit worden. 
Wurde am 28. Dezember 1921 getötet und in seinen Muskeln der Kreatin- 
gehalt bestimmt; gefunden 0,5229% Kreatin. 


Versuch 2. 


Das Kaninchen wiegt 1750 g. Am 16. Januar 1922 um 9 Uhr abends 
ein kaltes Bad + 11°. In der Wanne blieb das Kaninchen 20 Minuten lang. 
Seine Körpertemperatur betrug vor dem Bado 39%, nach dem Bade 
+ 30,5°. Am 17. Januar um 9 Uhr morgens (Temperatur des Kaninchens 
-+ 38°) wird das Kaninchen getötet (12 Stunden nach dem Bade) und der 
Kreatingehalt der Muskeln bestimmt. Ergebnis — 0,629% Kreatin. 


1) Hier vollzieht sich also die Überführung des Kreatins zu Kreatinin 
auf dem Wege des Siedens mit Pikrinsäure nach Folin und Morris (Journ. 
of Biol. Chem. 17, 469, 1914) und nicht auf dem Wege der Erwärmung mit 
HCl, wie es Riesser vorschluz. 
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Versuch 3. 


Das Kaninchen wiegt 2220 g. Am 27. Januar um 9 Uhr abends 
"Kühlung in der Wanne bei einer Wassertemperatur von + 8°; Dauer des 
Bades 14 Minuten. Die Körpertemperatur des Kaninchens vor dem Bade 
+ 39%, nach dem Bade + 30%. Am 28. Januar um 9 Uhr morgens (Tem- 
peratur des Kaninchens + 38°) wird das Kaninchen getötet (12 Stunden 
nach der Kühlung). In den Muskeln 0,634% Kreatin gefunden. 


Versuch 4. 


Gewicht des Kaninchens 2000 g. Am 30. Januar um 9 Uhr abends 
Kühlung in der Wanne bei einer Wassertemperatur von + 11°; Dauer des 
Bades 15 Minuten. Körpertemperatur des Kaninchens vor dem Bade + 39°, 
nach dem Bade 31°. Am 31. Januar um 9 Uhr morgens (Temperatur des 
Kaninchens 38,5%) wird das Kaninchen getötet. In den Muskeln 0,618%, 
Kreatin gefunden. 


Versuch 5. (Kontrollversuch ohne Kühlung.) 
Gewicht des Kaninchens 2100 g. Am 2. Februar getötet und in den 
Muskeln 0,527% Kreatin gefunden. Die Kaninchen bei den Versuchen 
l bis 5 waren alle von einem Wurf. 



































Tabelle 1. 
DEE Körper: WievielStunden | _ = i 
£ = temperatur nach der Ah» E Es 
= 80 -—_—|kühlungwar das 323 | 
Nr. ` Datum Zog i E | E Kaninchen ge, | 8 BS Bemerkungen 
CG S | 33 | 3 und Set 
| £ “2 52 | Muskelkreatin vo. 
! g | > we | bestimmt D 
| | e i f 
1:25. XII. 21 | 19590: —  — ` — 0,522. Kontrollversuch, 
| | | Ä ohne Abkühlung 
2 |16.1.22 11750 | 39° 30.5 12 10,629 
3 124.1. | 2220 | 39 | 30 12 | 0,634 
d 30.1. 2000 | 39 31 12 0,618 | | 
5, 21. 2100] - , — = 0,527 , Ohne Abkühlung 
6| 7. 2200 | 39 ; 30 24 0,611 
7! 20. TI. | 2270 | 39 | 30,5 24 0,594 
8 | 23. II : 1600 | 39 ` 30,5 24 0,608 
9 123.11 | 1800| — | — — 0,523 | Ohne Abkühlung 
10; 2 III 1650 | 39 : 30 30 0,603 | 
11 at | 1750 | 39 | 30,5 30 0,595 | 
12 ! 10. III ‚1650 | 39 . 30,5 | 18 0,605, 
13 15. III 2000 | 39 i 30 18 0,620 
14 24. III ‚1020 : 39 : 30 6 0,557 '! 
15. 27. TIT. ' 1600| — `: — — | 0,524 Ohne Abkühlung 
16 | 23. III. 1120 ' 39 30 36 ‚0,593 
17 30.11. SEO =: e eg 05331 Ohne Abkühlung 
18 LIV. ‚1150 | 39 30,5 36 10,541 | 
19  2.IV. 1150 | 39 . 30 42 0,530 
20; 4.IV. 1100 39 30 6 ‚0,535 
21. BIV. 1150 | 39 30 48. 0,520. 
8. IV. 1230; 39 30 ` 54 0,523 | 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß bei allen Kaninchen, die der 
Kühlung unterzogen wurden, der Kreatingehalt in den Muskeln sich 
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gesteigert hatte, wenn sie nicht später als 42 Stunden nach der At- 
kühlung getötet wurden. 48 Stunden nach der Abkühlung ging der 
Kreatingehalt in den Muskeln wieder bis zur Norm zurück. Die größte 
Kreatinmenge ward in den Muskeln 12 Stunden nach der Abkühlung 
gefunden. Nach 18 Stunden war sie schon geringer, und dann sank 
der Gehalt allmählich, um nach 48 Stunden die Norm zu erreichen. 
Ungeachtet dessen, daß bei einzelnen Versuchen, als die Kaninchen 
nach denselben Zwischenräumen nach der Kühlung getötet wurden, 
verschiedene Schwankungen möglich waren, gemäß den Versuchs- 
bedingungen (verschiedene Temperatur des Bades, verschiedene Dauer 
des Bades, verschiedene Temperatur des Zimmers, in dem die Kaninchen 
nach dem Bade untergebracht waren, individuelle Unterschiede in 
der Fähigkeit. der Kaninchen, mehr oder weniger schnell die normale 
Körpertemperatur zurückzu- o, 
gewinnen) — ungeachtet dessen, 
sage ich, weisen die Versuche 
eine erstaunliche Beständigkeit 
der Ergebnisse auf. Besonders 
deutlich wird das von der Kurve d 
veranschaulicht, die die Versuchs- #520, 7 | = 
ergebnisse graphisch darstellt. DER U ER 
È ; Sfunden nach der Abkuhlung 

Aus der Kurve ist deutlich d Mekenk der Abkühlung, 
zu ersehen, daß nach der Kühlung 
sich bei allen Kaninchen der Kreatingehalt in den Muskeln schnell 
zu vergrößern beginnt und sein Maximum (0,618 bis 0,639% ) 12 Stunden 
nach der Kühlung erreicht. Darauf beginnt der Kreatingehalt sich 
zu verringern, zuerst langsam (von 29 bis 30 Stunden nach der Kühlung), 
dann schneller, um nach 42 bis 48 Stunden zur Norm zurückzukehren. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich dennoch, daß unter dem Einfluß 
der Kühlung sich in den Muskeln die chemischen Prozesse verstärken 
(die mit den tonischen Muskelverkürzungen verknüpft sind), bei denen 
eine gesteigerte Kreatinbildung vor sich geht. Dieses Kreatin kann 
nicht auf einmal vollständig vom Blute ausgewaschen werden, und 
deshalb vergrößert sich der Kreatingehalt in den Muskeln. Mit der 
Zeit geht dieser Überschuß an Kreatin ins Blut über, wird von diesem 
in die Nieren hinübergeleitet und tritt im Harn auf. 

Aus den Versuchen über die Kreatinausscheidung unter Einfluß 
der Kühlung ließ sich feststellen, daß das Kreatin nicht gleich nach 
der Kühlung im Harn auftritt, sondern erst nach 12 Stunden, und sich 
so lange darin hält, bis aus den Muskeln der ganze Überschuß an Kreatin 
entfernt wird. Daher war am dritten Tage nach der Abkühlung, als die 
Muskeln dienormale Kreatinmenge enthielten, auch im Harn kein Kreatin 
mehr vorhanden, und auch das Kreatininquantum war nicht vergrößert. 
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Wir erhalten auf diese Weise einen völligen Parallelismus zwischen 
dem Kreatingehalt in den Muskeln und der Ausscheidung des Kreatins 
und Kreatinins. Diese Versuche bestätigen noch einmal das Vor- 
handensein eines engen Zusammenhanges zwischen dem Harn- und 
Muskelkreatin und veranschaulichen gleichzeitig die Abhängigkeit 
der Kreatinbildung von chemischen Prozessen in den Mvskeln, die 
mit deren tonischer Tätigkeit verknüpft sind. Unter dem Einfluß 
der Abkühlung steigern sich die Prozesse der chemischen Wärme- 
regulierung, die eine gesteigerte Zersetzung der Muskeleiweißstoffe 
ncbst Kreatinbildung im Gefolge haben. 


Zusammenfassung. 


Unter dem Einfluß der Abkühlung, die eine Herabsetzung der 
Körpertemperatur der Kaninchen bewirkt, vergrößert sich der Kreatin- 
gehalt in den Muskeln. Diese Steigerung erreicht ihr Maximum 
12 Stunden nach der Abkühlung und sinkt abermals zur Norm herab 
am Ende des zweiten Tages nach der Abkühlung. 

Da unter dem Einfluß des Sinkens der Körpertemperatur die 
tonische Tätigkeit der Muskeln sich steigert, so können diese Versuche 
als anschaulicher Beweis dafür dienen, daß ein wirklicher Zusammen- 
hang zwischen dem Muskeltonus und den mit der Kreatinbildung 
verknüpften chemischen Prozessen vorhanden ist. 

Die bei der Abkühlung beobachtete Steigerung der Kreatinbildung 
in den Muskeln und die gleichzeitige Ausscheidung des Kreatins mit 
dem Harn spricht für die Abstammung des Harnkreatins und -kreatinins 
aus dem Muskelkreatin (bei kreatinfreier Ernährung). 


Versuche zur Isolierung des Schilddrüsenhormones. 


Von 
Benno Romeis (München). 


(Aus dem histologisch-embryologischen Institut der Universität München.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Früher habe ich gezeigt!), daß aus der frischen Schilddrüse ohne 
eingreifende Prozesse, wie Hydrolyse oder dergleichen, eine eiweißfreie 
Substanz extrahiert werden kann, die im Kaulquappenversuch die 
für Schilddrüsenfütterung charakteristische Wirkung hervorruft. Gleich- 
zeitig mit diesen Versuchen liefen weitere, die das gleiche Ziel durch 
weitgehenden Abbau der Drüsensubstanz zu erreichen suchten. Über 
die dabei gewonnenen Ergebnisse soll im nachfolgenden berichtet 
werden. 

Daß die im Froschlarvenversuch charakteristisch wirkende Sub- 
stanz der Schilddrüse durch Hydrolyse mit Säuren nicht zerstört 
wird, ist bereits daraus zu ersehen, daß, wie ich als erster bereits 1914?) 
mitteilte, das Jodothyrin, das nach der Baumannschen Methode ja 
durch Hydrolyse dargestellt wird, auf Kaulquappen stark wirksam 
ist, wie dann Abderhalden?) zeigte, geht die Wirkung auch nach kom- 
binierter Verdauung mittels Pepsinsalzsäure, Pankreas- und Darmsaft 
nicht verloren. In weiteren, 1918 veröffentlichten Versuchen) stellte 
ich fest, daß auch Hydrolyse mit Barytlauge sowie Zersetzung durch 
Fäulnis die spezifische Wirksamkeit nicht zerstört; 1919 bestätigte 
Abderhalden?) das Erhaltenbleiben der Wirksamkeit bei Säurehydrolyse 
(Schwefelsäure). 


1) B. Romeis, Arch. f. Entwicklungsmechanik, 50, 410—467, 1922. 

2) B. Romeis, Ebendaselbst 40, 571—652; 1914.; 41, 57—119, 1915: 
ferner Zeitschr. f. ges. experim. Med. 4, 379—406, 1916; Ebendaselbst 5, 
99— 124, 1916. 

3) E. Abderhalden, Pflügers Arch. 162, 99— 128, 1915. 

4) B. Romeis, Zeitschr. f. ges. exper. Med. 6, 101—288, 1918. 

5) E. Abderhalden, Pflügers Arch. 176, 1919; E. Abderkalden und 
O. Schiffmann, Ebendaselbst 183, 1920. 
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Bei der Fortsetzung der Versuche galt es zunächst, das durch 
Hydrolyse gewonnene Gemenge weiter zu fraktionieren und dabei 
das Verhalten der wirksamen Substanz zu untersuchen. Die Hydrolyse 
erfolgte für die vorliegenden Versuche mit Barytlauge. Über die bei 
Säurehydrolyse erhaltenen Resultate werde ich später berichten. 


Herstellung der Extrakte. 


Normal aussehende Schilddrüsen frisch geschlachteter Rinder 
werden mit der Fleischhackmaschine zerquetscht, der Brei mit der 
zehnfachen Menge heißgesättigter Barytlauge übergossen und unter 
Rückflußkühlung so lange gekocht, bis die Biuretreaktion negativ 
ausfällt, wobei unter Umständen nach 5 bis 6 Tagen noch etwas Barium- 
hydroxyd in Substanz nachgegeben wird. Der rotviolette Ton der 
Biuretreaktion bleibt ziemlich lange erhalten. 8 Tage nach Beginn 
der Hydrolyse tritt er noch stark hervor, während die Hellersche Probe 
sowie die Ferrocyankalium-Essigsäurereaktion schon negativ ausfallen. 
Das Hydrolysat enthält also zu dieser Zeit noch Peptone. Erst nach 
12 bis 14 Tagen ist die Farbe bei der Biuretreaktion rein blau. 

Nach Erkalten des Extraktes wird von dem nicht sehr reichlichen, 
bräunlichen, feinkörnigen Rückstand abfiltriert. Der abgetrennte 
Grundextrakt wird nun auf dreierlei Weise weiterverarbeitet. 

l. Für den ersten Versuch wird mit H,SO, genau neutralisiert 
und von dem durch Beimengungen schwach gelblich gefärbten Barium- 
sulfatniederschlag abfiltriert. Der Niederschlag wird mit neutralem 
destillierten Wasser ausgewaschen, wobei er jedoch nicht rein weiß 
wird. Dies deutet darauf hin, daß er noch andere, in destilliertem 
Wasser bei neutraler Reaktion unlösliche Substanzen enthält. Filtrat 
und Waschwasser werden vereinigt und auf dem Wasserbade zu einem 
trüben, dunkelbraunen Sirup konzentriert (Extrakt Ba I). 

Bei der Einwirkung dieses vollkommen eiweißfreien Substanz- 
gemenges auf Froschlarven tritt zwar nach einiger Zeit eine ganz deut- 
liche entwicklungsbeschleunigende Wirkung auf, die jedoch im Vergleich 
zur Wirkung von Jodothyrin viel langsamer zum Vorschein kommt 
und stark abgeschwächt erscheint (vgl. Versuch 1). 

Dieses Ergebnis kann nun entweder dadurch bedingt sein, daß 
die Barythydrolyse die wirksame Substanz stärker zerstört als die 
Säurehydrolyse oder aber dadurch, daß sie beim Neutralisieren des 
alkalischen Extraktes dadurch verloren geht, daß sie gefällt und mit 
dem gleichzeitig ausfallenden voluminösen Bariumsulfat nieder- 
gerissen wird. 

2. Um diese Frage zu klären, wird für einen weiteren Versuch 
die Ausfällung des Baryts aus dem hydrolysierten Grundextrakt durch 
Durchleiten von CO, vorgenommen und dabei die Reaktion des Ex- 
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traktes durch Zusatz von Natriumcarbonat ständig alkalisch gehalten. 
Das ausgefällte Bariumcarbonat wird auf der Nutsche abgetrennt 
und mit neutralem H,O ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate werden 
konzentriert und mit Essigsäure neutralisiert (Extrakt Ba II). 

Der trübe, bräunlich gefärbte Sirup erweist sich im Kaulquappen- 
versuch als sehr stark wirksam (vgl. Versuch 2). Daraus geht also 
hervor, daß die geringere Wirkung des Extraktes im vorausgehenden 
Versuch 1 darin begründet ist, daß die wirksame Substanz durch Neutra- 
lisierung zum großen Teil gleichzeitig mit dem Bariumsulfatniederschlag 
ausgefällt wurde und dadurch verloren ging. 

Auch A. Oswald!) dürfte daher beim Neutralisieren des durch Spaltung 
mit Barytwasser gewonnenen Schilddrüsenhydrolysates einen großen Teil 
der wirksamen Substanz entfernt haben. 

3. Die obige Feststellung legte es nahe, beim Neutralisieren des 
Grundextraktes die Ausfällung eines Bariumsalzes vollkommen zu 
vermeiden und lediglich den die wirksame Substanz enthaltenden 
Anteil auszufällen. Zu diesem Zwecke wird ein dritter Teil des Ausgangs- 
extraktes vorsichtig mit HCl neutralisiert, wobei das entstehende 
BaCl, in Lösung bleibt, während der wirksame Anteil sich als feiner, 
hellbräunlicher Niederschlag absetzt, der nach mehrstündigem Stehen 
auf dem Filter gesammelt wird. Zur weiteren Reinigung wird er in 
verdünnter NaOH gelöst und durch Neutralisieren mit verdünnter 
Essigsäure wiederum ausgefällt. Dies wird zwei- bis dreimal wiederholt. 
Zuletzt wird der amorphe Niederschlag getrocknet, wobei er eine braune 
Farbe annimmt (Ba III). | 

Schon geringe Mengen dieser Substanz genügen, um bei Kaul- 
quappen starke Entwicklungsbeschleunigung und Dissimilations- 
steigerung hervorzurufen (vgl. Versuch 3). Das vom Niederschlag 
abgetrennte Filtrat, das zuerst mit H,SO, vom Bariumchlorid befreit 
wurde, ruft dagegen keine nennenswerte Wirkung hervor. | 

Eine weitere Reinigung wurde sowohl bei dem nach Nr. 2 wie 3 
erhaltenen Präparaten versucht. Bei ersterem wird der trübe Extrakt 
Ba II mit schwach alkalischem Wasser zu einer klaren goldbraunen 
Lösung verdünnt und in die vierfache Menge 96proz. Alkohols getropft, 
wobei mit Essigsäure schwach angesäuert wird. Nach 24stündigem 
Stehen wird der ausgefallene flockige Niederschlag auf der Nutsche 
gesammelt, mit 90proz. Alkohol, absolutem Alkohol und Äther ge- 
waschen und getrocknet (Ba II, 1). Vom abgetrennten Filtrat dagegen 
wird der Alkohol im Vakuum abdestilliert und der Rückstand nochmals 
bei schwach essigsaurer Reaktion in die vierfache Menge 96proz. Alkohols 
getropft, wobei jedoch nur mehr wenig Niederschlag auftritt. Der 


1) A. Oswald, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharıa: 60. 115— 130° 196%. 
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nach 24stündigem Stehen abfiltrierte alkoholische Extrakt wird im 
Vakuum konzentriert, die wässerig-alkoholische Lösung mit Petrol- 
äther mehrmals vorsichtig ausgeschüttelt, die petrolätherlösliche 
Fraktion abgetrennt und im Vakuumexsikkator getrocknet (Ba II, 2). 

Die Trockensubstanz Ba II, 1 löst sieh leicht in destilliertem Wasser. 
Eiweißkochprobe, Hellersche Probe, Spieglers Reagens, Biuretreaktion sind 
negativ. Millon: +; Adamkiewiez -Hopkins: + ; Almen: + + +; Phosphor- 
wolframsäure und H,SO,: ++ h. 

Die Trockensubstanz Ba H, 2 löst sich in destilliertem Wasser bei 
neutraler Reaktion nur teilweise, dagegen ganz klar bei sehwach alkaliseher 
Reaktion. Eiweißkochprobe, Heller, Spiegler, Biuret: — ; Millon: — —; 
Adamkiewiez-Hopkins: + -++ +; Almen: -+ --; Phosphorwolframsäure + 
H,SO,: + ++ +. Die Substanz ist stark Jodhaltig (Probe nach Baumann- 
Rabourdin ist positiv, ferner Grünfärbung der Flamme bei Beilsteinscher 
Flammienprobe). 


Im Kaulquappenversuch übt die im Alkohol unlösliche Fraktion 
(Ba II, 1) nur ganz geringe entwicklungs- und wachstumsanrcegende 
Wirkung aus, während die spezifisch wirkende Substanz in den Alkohol- 
extrakt (Ba II, 2) übergeht (vgl. Versuch 4). 

Zur Reinigung der Extraktfraktion Ba III wird der dunkelbraune 
Niederschlag in einer gläsernen Reibschale mit etwas 90proz. Alkohol 
verrieben, dann mit 90proz. Alkohol in ein Becherglas gespült und 
auf dem kochenden Wasserbade unter öfterem Umrühren mehrere 
Stunden hindurch extrahiert, wobei die Reaktion durch Essigsäure- 
zusatz schwach sauer gehalten wird. Der hellbraun gefärbte Extrakt 
wird von dem nicht sehr reichlichen dunkelbraunen Rückstand heiß 
abfiltriert und auf dem Wasserbade in einer unbedeckten Kristallisier- 
schale langsam eingeengt, bis der Alkohol vom wässerigen Rückstand 
abgedampft ist. Dabei tritt allmählich eine weißliche Trübung auf, 
die sich beim Erkalten noch verstärkt. Auf der Oberfläche des Flüssig- 
keitsspiegels scheidet sich eine bräunliche Haut ab, die mit einem 
gebogenen Glasstäbchen in einzelnen Stücken abgefischt wird. Der 
ausgefallene Niederschlag wird nochmals mit schwach essigsaurem 
Alkohol versetzt und auf dem Wasserbade erhitzt, wobei wiederum 
klare Lösung eintritt. Bei erneutem Einengen scheidet die Flüssigkeit 
nach Abdampfen des Alkohols beim Erkalten wieder einen feinen 
bräunlichen Niederschlag ab. Dieser Vorgang wird drei- bis viermal 
wiederholt. Schließlich wird der geringe Niederschlag auf einem kleinen 
Filter gesammelt, nach lufttrocken werden mit etwas wasserfreiem 
Schwefeläther, Petroläther und nochmals Schwefeläther sorgfältig ge- 
waschen und dann zu einem weißlichen, schwach hellbräunlichen 
Pulver getrocknet (Ba ITI, 1). 

Die Substanz ist in Wasser bei neutraler Reaktion unlöslich, in 


„. schwael-alkalisehem- dagegen leicht löslich. Biuretreaktion, Heller, 
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Ferrocyankalium - Essigsäure, Spiegler, Millon: —; Adamkiewicz. 
Hopkins: inSpuren +; PW.+H,SO,: +++; Schwefelbleireaktion: —. 
Die Substanz ist jodhaltig (Probe nach Baumann- Rabourdin). Auf 
dem Platinblock verbrennt sie ohne Aschenrückstand. An Elementar- 
bestandteilen lassen sich nachweisen O, C, H, N und J. 

Im Kaulquappenversuch ruft die Substanz schon in sehr geringen 
Mengen nach wenigen Tagen starke Entwicklungsbeschleunigung und 
Dissimilationssteigerung hervor (vgl. Versuch 5). 

Zum Vergleich der Wirkung einzelner Fraktionen eines Baryt- 
hydrolysates und zur Bestätigung der vorausgehenden Darlegungen wird 
noch das Protokoll eines weiteren Versuches beigefügt (siehe Versuch 6). 

Bis zu diesem Punkte waren Frühjahr 1920 meine Versuche ge- 
diehen, als ich davon Kenntnis erhielt, daß Kendall!) in Amerika 
bereits im vorausgehenden Jahre über eine kristallisierende Substanz 
berichtet hatte, die er aus der Schilddrüse nach Hydrolyse mit Natron- 
lauge isoliert hatte und die sich im Säugetierversuch als außerordentlich 
wirksam erwies (Kendall und Plummer). Die Art der Darstellung 
wie auch die Stärke der Wirkung berechtigen zur Annahme, daß die 
von mir gewonnene Substanz dem Kendallschen Thyroxin schr nahe 
steht, jedoch mit dem wichtigen Unterschiede, daß es Kendall gelungen 
ist, eine meinem Präparat anhaftende und seine schwach bräunliche 
Färbung bedingende Begleitsubstanz abzutrennen und die zurück- 
bleibende wirksame Substanz zur Kristallisation zu bringen. Meine 
Hoffnung, im Laufe der Zeit eine hinreichende Menge von Schilddrüsen 
zu erhalten, um die von mir bis jetzt nur in sehr geringer Menge ge- 
wonnene Substanz weiter zu reinigen und auf ihre chemische Konsti- 
tution zu untersuchen, ließ sich unter den jetzigen Verhältnissen bis- 
lang nicht erfüllen. Aus dem gleichen Grunde war es mir bisher 
auch noch nicht möglich, festzustellen, ob die durch Hydrolyse er- 
haltene Substanz mit der aus frischen Drüsen isolierten jodhaltigen 
Substanz (vgl. meine vorangehende Mitteilung) identisch ist. 

Daß die Beimengungen, die der Substanz noch anhaften, nur 
mehr gering sind, zeigt Versuch 7, in welchem die von mir isolierte 
Substanz mit dem Kendallschen Thyroxin verglichen werden konnte. 
In der Erwartung, daß das Thyroxin infolge seiner größeren Reinheit 
eine erheblich stärkere Wirkung entfalten würde, ließ ich in diesem 
Versuch die von mir isolierte Substanz in der doppelten Menge ein- 
wirken. Es zeigte sich jedoch, daß die dem Präparat noch anhaften-de 
Verunreinigung in Wirklichkeit niedriger zu veranschlagen ist, da bei 
der genannten Konzentration die Wirkung des Thyroxins von der 
meines Vergleichspräparates übertroffen wird. 


1) E. C. Kendall, Journ. Biol. Chem. 89, 125—147, 1919. 


102 B. Romeis: 


Die im Versuch 7 zur Untersuchung verwendete Substanz Ba III, la 
wurde im übrigen schon nach 24stündiger Barythydrolyse nach Er- 
kalten und Abfiltrieren des Hydrolysates durch Neutralisieren mit 
Essigsäure ausgefällt. Es ist also nicht nötig, die Hydrolyse bis zum 
negativen Ausfall der Biuretreaktion fortzusetzen. Die weitere Rei- 
nigung des Niederschlages erfolgte in der oben angegebenen Weise 
durch mehrmaliges Umfällen, Auskochen mit Alkohol und Ausfällen 
aus der alkoholischen Lösung. Die Reaktionen stimmten mit jenen 
von Ba III, 1 überein. 


Versuchsprotokolle !). 
Versuch 1. 


Material: Rana temporaria-Lerven aus einem am 17. März 1919 ab- 
gelegten Ballen gezüchtet. 

Beginn des Versuches: 29. März 1919. Alter der Tiere: 12 Tage. 

Entwicklungsstadium: Die äußeren Kiemen werden eben überwachsen. 
Die Extremitätenanlagen sind noch nicht sichtbar. 

Anzahl der Tiere: Zwei Gruppen zu je 20 Larven. 

Versuchsanordnung: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b: Mit Barytwasser hydrolysierte Schilddrüsensubstanz 
neutralisiert mit H,SO, (Ba I). 

Der Sirup wird mit Wasser so verdünnt, daß in 100 eem Lösung 1g 
Trockensubstanz enthalten ist. Bei jeder Extraktfütterung werden 
5 ccm = 0,05 g verabreicht). 

Versuchsprotokoll: 29. März erste Extrakteinwirkung. 30. März 
Wasserwechsel. 31. März zweite Fxtrakteinwirkung. 1. April Wasser- 
wechsel. 4. April dritte Extrakteinwirkung. 5. April Wasserwechsel. In 
beiden Gruppen sind die Anlagen der hinteren Extremitäten sichtbar. In 
Gruppe b sind sie etwas größer. 

i. April vierte Extrakteinwirkung. 8. April Wasserwechsel. Die 
Larven der Gruppe b sind im Wachstum etwas zurückgeblieben. Die 
Extremitätenanlagen sind um etwa Lem größer als in der Köntrollgruppe. 
13. April fünfte Extrakteinwirkung. 14. April Wasserwechsel. 16. April 
sechste Extrakteinwirkung. 17. April Wasserwechsel. Messung der 
Tiere [siehe Tabelle 1]3). 


1) Mit Rücksicht auf die Raumnot beschränkte ich mich auf die Ver- 
öffentlichung eines kleinen Teiles meiner einschlägigen Versuche, was um 
so leichter möglich ist, als sie in ihren Resvltaten übereinstimmen. 

2) Im übrigen erhielten die Tiere beider Gruppen bei diesem wie den 
nachfolgenden Versuchen Wasserpflanzen und Piscidin (oder getrocknetes 
Muskelfleisch). Näheres über die Versuchstechnik siehe B. Romeis: 
Methodik des Kaulquappenversuches zur Untersuchung der Wirkung inner- 
sekretorischer Oryane; in “Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden 5, 491—516, 1922. 

3) Die Messung der Tiere erfolgte für diesen wie die nachfolgenden 
Tabellen in der Weise, daß von jeder Gruppe die Maße der drei kleinsten 
und der drei größten Larven (Gesamtlänge) mit dem Zirkel abgenommen 
wurden. 
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Tabelle I. 
RE EEN | Gruppe Bl 
az mare ge Fa oe rer 
24,5 opg 17,3 | 27 
24,7 DI | 17,9 > 232 
25.1 mä Ip | 236 
Kate ANNE 179—-23,2 
25,8 20,5 


Die Tiere der Gruppe b besitzen bereits gut differenzierte, bis zu 3 mm 
lange Hinterbeine, während die Kontrolltiere erst undifferenzierte, 1 mm 
lange Stummel zeigen. In Gruppe b treten auch sonst noch Thyreoidea- 
symptome, wie Geigenform, veränderte Kopfform, Reduktion der Horn- 
zähnchen u. dgl. hervor, jedoch alles in abgeschwächtem Grade. 

12. Mai. Messung (siehe Tabelle II). 




















Tabelle II. 
Gruppe a: Kontr. |l Gruppe b: Ba I E 
en user ? | a re SA n gë e ae 7 ~ Kette 
30,5 | 342 ` 19,0 25,0 
30,7 ! 35,3 20,4 | 289 
314 , 356 — 27 273 
28-28 __._200-264 
33,9 i 23,2 


Das Wachstum ist in Gruppe b erheblich zurückgeblieben. Die Be- 
schleunigung der Entwicklung ist nicht mehr fortgeschritten, so daß jetzt 
die Extremitäten in Gruppe a sogar weiter entwickelt sind als in Gruppe b. 

Am 10. Juni metamorphosiert das erste Kontrolltier; die übrigen Tiere 
der Gruppe folgen in den nächsten 14 Tagen. In Gruppe b metamorphosiert 
bis zum Abbruch des Versuches am 30. Juni 1919 kein einziges Tier, trotz 
der anfänglichen Entwicklungsbeschleunigung. Hier kommt es nach dem 
Aussetzen der Extrakteinwirkung zu einem Entwicklungsstillstand, wie es 
für schwach wirkende Schilddrüsenextrakte nach Aussetzen der Verab- 
reichung charakteristisch ist. 


Versuch 2. 


Material: Rana temporaria-Larven wie bei Versuch 1. 

Beginn des Versuches: 2. April 1919. Alter der Tiere: 16 Tage. 

Entwicklungsstadium : Äußere Kiemen seit einigen Tagen überwachsen. 
Extremitätenanlagen noch nicht sichtbar. 

Anzahl der Tiere: Zwei Gruppen zu je 20 Larven. 

Versuchsanordnung: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b: Mit Barytlauge hydrolysierte Schilddrüsensubstanz. Baryt 
ausgefällt mit CO, bei alkalischer Reaktion (Ba II). 

Der Sirup wird mit Wasser so verdünnt, daß in 100 cem Lösung 1g 
Trockensubstanz enthalten ist. Bei jeder Extrakteinwirkung werden 
5 ccm = 0,05 g verabreicht. 

Versuchsprotokoll: 2. April 1919 erste Extrakteinwirkung. 3. April 
Wasserwechsel. 4. April zweite Extrakteinwirkung. 5. April Wasser- 
wechsel. In Gruppe b macht sich am Schmälerwerden des Rumpfes bereits 
Thyreoideawirkung bemerkbar. 
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7. April dritte Extrakteinwirkung. 8. April Wasserwechsel. Messung 
(siehe Tabelle III). 


Tabelle III. 














ne a: Kunte. l ae b: Ba II 
23 ° 250 13,9 17,3 
224 : 251 14,1 17,6 
23,5 | 253 14,2 182° 
22,7—25,1 SC 14,.1—17,7 E 
23.9 15.9 


Die Wachstumshemmung in Gruppe b ist also sehr erheblich. Die 
Tiere zeigen dementsprechend auch sehr starke T'hyreoideawirkung. Die 
larvalen Freßwerkzeuge sind verschwunden. Die Extremitäten sind sturnmıel- 
artig, bei den Kontrolltieren dagegen erst als kleine flache Knospen 
erkennbar. Am Ruderschwanz treten Einschmelzungsvorgänge auf. 

10. April. Die Thyroideasymptome haben sich weiter verstärkt. Ruder- 
schwanz auf die Hälfte reduziert. 11. April. In Gruppe b sind sieben Tiere tot. 
Bei diesen wie bei vier weiteren Tieren ist je ein Vorderbein durchbrochen. 
12. April. Von den Tieren der Gruppe b sind weitere neun tot; es leben 
nur noch drei, die ebenfalls stärkste Schilddrüsenwirkung erkennen lassen. 

Ein Vergleich mit dem Versuchsergebnis von Versuch 1 und 2 läßt 
sehr deutlich erkennen, daß die wirksame Substanz in der Fraktion Ba II 
erheblich reichlicher ist als in der Fraktion Ba I. Die bei der Gewinnung 
von Ball angewandte Methode ist demnach bei weitem vorteilhafter. 


Versuch 3. 


Material: Rana temporaria-Larven wie bei Versuch 1. 

Beginn des Versuches: 5. April 1919. Alter der Tiere: 19 Tage. 

Entwicklungsstadium: Äußere Kiemen seit 29. März überwachsen. 
Extremitätenanlagen mit Lupe eben erkennbar. 

Anzahl der Tiere: Zwei Gruppen zu je 20 Larven. 

Versuchsanordnung: Gruppe a: Kontrolle. Gruppe b: Mit Barytlauge 
hydrolysierte Schilddrüsensubstanz.  Neutralisiert mit HCl. Nieder- 
schlag = Ba III. 

Zu jeder Extrakteinwirkung werden 2 mg in schwach alkalischem 
Wasser gelöst und in die Zuchtschale geschüttet. 

Versuchsprotokoll: 5. April 1919 erste Extrakteinwirkung. 6. April 
Wasserwechsel. 7. April zweite Extrakteinwirkung. 8. April Wasser- 
wechsel. In Gruppe b sind die Tiere etwas schmäler. 10. April dritte Extrakt- 
einwirkung. 11. April Wasserwechsel. Messung (siehe Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Gruppe b: Bu 111 





Gruppe a: Koutr. 





22,5 25.0 (Di 178 
22.6 234 5 CH, 3 47 
23,0 w0 47 0.000184 

22 7—25 14.2—17.9 











Versuche zur Isolierung des Schilddrüsenhormones. 105 


Zu der in Gruppe b zu beobachtenden Wachstumshemmung gesellen 
sich noch starke Thyreoideasymptome: Abwerfen der Hornkiefer, Verlust 
der Hornhäkchen, Reduktion der Schwanzflossen; Beschleunigung der 
Extremitätenentwicklung. 

12. April. Zwei Tiere der Gruppe b sind tot. 13. April. In Gruppe b 
sind sechs weitere Tiere unter starken Thyreoideaerscheinungen (Durch- 
bruch eines Vorderbeinstummels, Maul froschartig, Schwanz auf die Hälfte 
verkürzt, Leib eingezogen, Darmspirale stark reduziert usw.) tot. In der 
Nacht vom 13. auf 14. sterben weitere fünf Tiere, am 14. April der Rest. 

Auch in diesem Versuch ist also sehr starke Thyreoideawirkung zu 
beobachten. Die Intensität stimmt ungefähr mit jener von Versuch 2 
überein. Die zur Gewinnung von Ba JII befolgte Methode dürfte aber 
jener noch überlegen sein. 


Versuch 4. 


Material: Rana temporaria. Larven aus einem am 11. April 1919 ab- 
gelaichten Ballen gezüchtet. 

Beginn des Versuches: 28. April 1919. Alter der Tiere: 17 Tage. 

Durchschnittliche Größe: Gesamtlänge: 19,0 mm; Rumpflänge: 8,5 mrn; 
Rumpfbreite: 4,7 mm. 

Entwicklungsstadium: Kräftig entwickelte, typische Larvalform. 
Extremitätenknospen eben sichtbar. 

Anzahl der Tiere: Drei Gruppen zu je 15 Larven. 

Versuchsanordnung:: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b: Barythydrolysierte Schilddrüse; alkoholunlösliche Fraktion 
Ball, 1. 

Gruppe c: Barythydrolysierte Schilddrüse; alkohollösliche Fraktion 
Ball, 2. 

Die Extrakte werden mit destilliertem Wasser verdünnt, so daß in 
50 ccm Lösung 0,1g Trockensubstanz enthalten ist. Bei jeder Extrakt- 
einwirkung werden 5 ccm = 0,01 g verabreicht. 

Versuchsprotokoll: 28. April erste Extrakteinwirkung. 29. April 
Wasserwechsel. 30. April zweite Fxtrakteinwirkung. 1. Mai Wasser- 
wechsel. 3. Mai dritte Extrakteinwirkung. In Gruppe c sind die Tiere 
deutlich kleiner und schwächlicher. Der Leib ist eingefallen und läuft caudal- 
wärts spitz zu. Die Larven der Gruppe b sind dagegen groß und kräftig. 
4. Mai Wasserwechsel. 5. Mai Messung (siehe Tabelle V). 



































Tabelle V. 

Gruppe a: Kontr. i Gruppe b: Ba lI, 1 | Gruppe c: Ba II, 2 
22.2 Ä 250 | 204 |! ul 15.6 18.0 
223 252 21,6 250 Ion Io 
224 24 | 26 Au? mu ' 181 

22,3—25,2 | 215—25.1 15.8— 18.5 
23,7 23.3 17.1 


In Gruppe a und b stimmt Wachstum und Entwicklung überein. In 
Gruppe c ist das Wachstum gehemmt, der Rumpf verschmälert, die Ent- 
wicklung der Extremitäten beschleunigt. An den larvalen Freßwerkzeugen 
sind Reduktionsprozesse festzustellen. 
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6. Mai. Starse Redistion det Senwanzspitzen in Gruppe c. 9. Mai. 
Bea acht Tieren der Gruppe e ist eine linke vordere Extremität durch- 
gebrochen. Sehr starke Schuddrüsenwirkunzg. Gruppe b wie Kontrolle. 
11. Mai. In Gruppe ¢ sind zehn Tiere unter starken Thvreoideaerscheinungen 
gestorben. Grippe b: vierte Exträrteinwirkinzg. 12. Mai. Der Rest der 
Tiere von Gruppe c ist tot. Sehr starke Reduktionserscheinungen. Vordere 
E.xtrernitätensturnmel auf der einen Seite durchzebrochen. Entwicklung 
beschleunigt. 17. Mai. Gruppe b: fünfte Extrakteinwirkung. 22. Mai. 
Mee=ung (siehe Tabelle VI;. 


Tabelle VI. 























Gruppe a: Konter. Gruppe b: Ba II.1 
25.5 309.1 23.6 31.6 
25.5 30.3 28.3 31.8 
2.9 31.5 25.7 83a 

265.3—30.6 27 5—32.3 
28.4 29.9 


In Gruppe b ist das Längenwachstum trotz fünfmaliger Extrakt- 
fütterung sogar etwas gesteigert. Die Rumpibreite ist etwas geringer als 
in der Kontrollgruppe. Die Hinterbeine sind in der Entwicklung durch- 
schnittlich etwas weiter als ın der Kontrollgruppe. Am 7. Juni meta- 
inorphosiert das erste Tier der Gruppe b; weitere Metamorphosen am 
12. Juni (zwei Tiere); 14. Juni (eins); 15. Juni (eins); 17. Juni (zwei). In 
Gruppe a erfolgten die ersten Metamorphosen am 13. Juni (eins); 18. Juni 
(eins). Die Entwicklung ist in Gruppe b also in geringem Grade beschleunigt. 
Arm 19. Juni wird der Versuch abgebrochen. 

Die wirksarne Substanz geht demnach zum größten Teil in die alkohol- 
lösliche Fraktion über. Wahrscheinlich ließen sich aus der alkohol- 
unlöslichen Fraktion durch mehrmalige Umfällung die noch vorhandenen 
Spuren von wirksamer Substanz entfernen. 


Versuch A. 


‚Material: Rana temporaria-Larven aus einem am 19. März 1919 
abgelaichten Ballen gezüchtet. 

Beginn des Versuches: 9. April 1919. Alter der Tiere: 21 Tage. 

Durchschnittliche Größe: Gesamtlänge 20,1 mm; Rumpflänge: 7,2 mm; 
Rurnpfbreite: 4,2 mm. 

sntnicklungsstadium: Typische, kräftige Froschlarven mit kleinen, 
bei Lupenbetrachtung eben sichtbaren Extremitätenanlagen. 

Anzahl der Tiere: Zwei Gruppen zu je 20 Larven. 

Versuchsordnung: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b:  Barvthydrolvsierte Schilddrüse; Ausfällung mit HC]; 
alkohollöslicher Teil. Ba HIJ, 1. 

Versuchsprotokoll: 9. April 1919. In die 800 cem fassende Zucht- 
schale der Gruppe b wird eine schwach alkalische Lösung von einem Milli- 
gramm Substanz Ba IlI, 1 gegeben (2cem n/l0 NaOH) 10. April 
Wasserwechsel. 11. April zweite Einwirkung wie am 9. April. 12. April 
Wasserwechsel. Die Tiere der Gruppe b sind etwas schmäler wie die der 
Kontrollgruppe. 13. April. Gruppe b: Reduktion der larvalen Freßwerk- 
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zeuge; Verschmälerung des Schwanzes. Entwicklung der Extremitäten 
beschleunigt. 14. April. In Gruppe b ist sehr starke Schilddrüsenwirkung 
festzustellen. Messung (siehe Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Gruppe a: Kentr. 











20,1 24,2 13,5 16,0 
20,7 24,3 136 | 164 
_ 212 , l 10 1713 
20,7— 24.5 13,7—16,6 
22,8 15,1 


Am Schwanz sehr starke Einschmelzung. Hornhäkchen, Hornkiefer, 
Papillen, Lippen verschwunden, Kopf froschartig, Augen stark hervor- 
tretend. Darmspirale reduziert. Hintere Extremitäten größer als in der 
Kontrollgruppe, zeigen deutliche Differenzierung. 

Am Abend sind sieben Tiere tot. Der Rest stirbt am folgenden Tag. 

Die Substanz Ba III, 1 ist also sehr stark spezifisch wirksam. 


Versuch 6. 


Material: Rana teınporaris-Larven, aus einem am 9. April 1920 auf 
dem ersten Furchungsstadium eingebrachten Laichballen gezüchtet. 

Beginn des Versuches: 24. April 1920. Alter der Tiere: 17 Tage. 

Durchschnittliche Größe der Larven: Gesamtlänge: 16,5 mm; Rumpf- 
länge: 5,0 mm; Rumpfbreite: 3,5 mm. 

Entwicklungsstadium: Junge, typische Froschlarven. Anlage der 
hinteren Extremitäten mit der Lupe eben feststellbar. 

Versuchsordnung: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b: Barythydrolysierter Schilddrüsenextrakt, neutralisiert mit 
Essigsäure: Niederschlag abfiltriert und aufgenommen in 90 proz. Alkohol; 
alkoholunlöslicher Teil. 

Gruppe c: desgleichen; alkohollöslicher Teil. 

Gruppe d: Barythydrolysierter Schilddrüsenextrakt neutralisiert mit 
Essigsäure; in Lösung bleibender Teil. 

Das erkaltete und filtrierte, abiurete Barythydrolysat wurde in diesem 
Falle mit Essigsäure neutralisiert: der dabei ausfallende flockige Nieder- 
schlag wird nach 24 Stunden auf dem Filter gesammelt und nach Trocknen 
in schwach alkalischem Wasser gelöst. Nach Abfiltrieren von einem geringen 
unlöslichen Rest wird das Filtrat mit Petroläther mehrmals ausgeschüttelt 
und der petrolätherlösliche Teil abgetrennt. Der wasserlösliche wird nach 
Verjagen des Petroläthers mit Essigsäure schwach angesäuert. Der dabei 
entstehende Niederschlag wird auf dem Filter gesammelt und in 90 proz. 
Alkohol aufgenommen. Der ungelöste Rückstand wird abgetrennt und 
getrocknet; er kommt in schwach alkaliıscher wässeriger Lösung in Gruppe b 
zur Einwirkung. Der alkohollösliche Teil wird in Gruppe e verwendet. 

Das abfiltrierte Barythydrolysat wird mit CO, vom Barium befreit 
und nach Filtrieren auf dem Wasserbad eingeengt. Der dabei noch auf- 
tretende Niederschlag wird abgetrennt. Das Filtrat, das jodhaltig ist, 
kommt in Gruppe d zur Untersuchung. 

Sowohl die in Gruppe c wie d verfütterte Fraktion ist Jodhaltig. 
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Versuchsprotokoll. 24. April 1920 erste Extrakteinwirkung. 25. April 
Wasserwechsel. 27. April zweite Extrakteinwirkung. 28. April. In 
Gruppe c sind leichte Thyreoideaerscheinungen festzustellen. 30. April. 
Die typischen Thyreoideasymptome haben sich in Gruppe c noch weiter 
verstärkt. 2. Mai dritte Extrakteinwirkung. Die Tiere in Gruppe c sind 
weitaus am kleinsten. Extremitäten stummelförmig, abduziert. Hornkiefer 
usw. verschwunden. 6. Mai. Bei fünf Tieren der Gruppe c ist eine vordere 
Extremität durchgebrochen. Starke Reduktionserscheinungen. 10. Mai. 
Messung (vgl. Tabelle VIII). 

















Tabelle VIII. 
Gruppe a: Kontr. i Gruppe b | Gruppe c Gruppe d 
180 ` 219 185 | 219 110 | 152 182 ° 21,0 
19,2 : 22,0 19,0 22,0 12,7 153 : 187 ; 21,7 
20,4 er 30 1 19,2 AN 230 ER) ER 175 | 19,5 239 
mm 2—22,3 TEEN 189-223 3 | 12, 2—16. d _18,8—22, 8—22, 2 
20,7 20,6 14,1 ams 


Darnach zeigen die Gruppen b und d noch keine wesentliche Be- 
einflussung, während die Thyreoideserscheinungen in Gruppe c sehr stark 
sind. 12. Mai. 11 Tiere der Gruppe c unter extremen Thyreoideaerschei- 
nungen tot. Vierte Extrakteinwirkung in Gruppe b und d. 14. Mai 
Wasserwechsel. 15. Mai. In Gruppe c ist auch der Rest der Tiere tot. 
Fünfte Extrakteinwirkung. 16. Mai Woasserwechsel. 17. Mai sechste 
Extrakteinwirkung. 19. Mai Wasserwechsel. Messung (vgl. Tabelle IX). 




















Tabelle IX. 
Gruppe a: Kontr. i Gruppe b f Gruppe d 
SS Fran? SES KI u = ie, Fer are ae ee er = San 

30 1.260 20,3 24.2 20,2 26,2 
24.1 | 27,1 21,1 25,1 ; 21,0 | 26,3 
= AB | 275 f 212 253 O 23,1 | 29,0 

24, ,0— 26,8 8 BEE 20 9248 8 Bu 8 EI E 

25,4 S 22,8 24,3 


Das Wachstum in Gruppe b ist schwächer als in Gruppe d. Bei der 
gleichen Gruppe ist eine ganz geringe Entwicklungsbeschleunigung fest- 
zustellen, während in Gruppe d die Entwicklung kaum beeinflußt ist. 
5. Juni siebente Extrakteinwirkung. 8. Juni Messung (vgl. Tabelle X). 

















Tabelle X. 
Gruppe a: Kontr. | Gruppe b | Gruppe d 
22,6 31.0 19,9 26,1 205 , 270 
242 312 21,2 295 | 210 27,8 
265 320 23 D 310° 23,4 | 29,6 
244314 O 204—289 21,6—28,1 





27,9 25,1 24,8 
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In Gruppe b ist außer einer mäßigen Wachstumshemmung keine 
besondere Wirkung zu beobachten. Gruppe d zeigt keine Besonderheit. 
5. Juli. Messung (vgl. Tabelle XI). 





























Tabelle XI 
Gruppe a | Gruppe b Gruppe d 
30 323 ` 21,9 29,0 20,5 28,0 
240 32 | gan ` 315 | 229 | 33,5 
26,5 l 4 ER 259 1:9 Fa ! B4 | 342 
O O Zä ooo 24,3—31,9 22,3—31,9 
28,8 | 28,1 27,1 


Die Wachstumsbeeinflussung ist in beiden Gruppen nur sehr gering. 
Die Entwicklung stimmt mit jener der Kontrollgruppe ziemlich überein. 
Das Gesamtwachstum ist aus der Tabelle XII zu ersehen. 

















Tabelle XII. 

OA rm ae L a a. en DE EE ea GE se rer x 

Wachstum vom | Gruppe a Gruppe b | Gruppe c: 131 | Gruppe d: 132 
24. IV. bis 10. V... +42 Au  —24 + 40 
10. V. „ WM.V..: +47 BECH SS + 3,8 
19. V. „ 8VL..: +25 + 3,3 SS + 0,5 
B VL n NIE K009 ee E 
Gesamtwachstum... +123 | +126 — —24 | +106 


Der Versuch wird abgebrochen. Die spezifisch wirkende Substanz 
geht demnach völlig in den alkohollöslichen Teil des beim Neutralisieren des 
Hydrolysates ausfallenden Niederschlages über. 


Versuch 7. 


Material: Rana temporeria-Larven aus einem am 15. März 1922 ab- 
gelegten Laichballen. 

Beginn des Versuches: 11. April 1922. Alter der Tiere: 27 Tage. 

Durchschnittsgröße: Gesamtlänge: 20,0 mm; Rumpflänge: 9,2 mm; 
Rumpfbreite: 5,8 mm. 

Entwicklungsstadium: Typische, kräftige Froschlarven mit kleinen 
knopfartigen Extremitätenanlagen. 

Anzahl der Tiere: Drei Gruppen zu je sieben Larven. 

Versuchsanordnung: Gruppe a: Kontrolle. 

Gruppe b: Thyroxin nach Kendall. 

Gruppe c: Barythydrolysierte Schilddrüse; Ausfällung mit HCl 
nach 24 Stunden; Reinigung mit Alkohol. Ball, la. 

Versuchsprotokoll : 11. April 1922. In die mit 800 ccm Wasser gefüllte 
Zuchtschale der Gruppe c wird eine schwach alkalische Lösung von einem 
Milligramm der Substanz Ba III, la gegeben. In gleicher Weise kommt in 
Gruppe c 0,5 mg Thyroxin zur Einwirkung. (Gesamtdauer der Einwirkung 
in b und c: 48 Stunden.) 13. April Wasserwechsel. 14. April Deutliche 
Verschmälerung des Rumpfes in Gruppe b wie c. 15. April Wasserwechsel. 
In Gruppe b und c Einschmelzungen an der Schwanzspitze. 16. April. So- 
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wohl in Gruppe b wie c haben sämtliche Tiere die Hornkiefer abgeworfen. 
Starke Reduktion des Schwanzes. Hintere Extremitätenanlagen stummel- 
förmig, doppelt so groß wie in Gruppe a. Die Reduktionserscheinungen 
kommen in Gruppe c noch etwas stärker zum Ausdruck wie in Gruppe b 
(vgl. Abb. la bis cl Maße siehe Tabelle XIII. 


TTT mun 
Im Tit rn 


Abb. la. Abb. 1b. Abb. Ic. 


2tay ge Rana temporaria Larven. Gruppe a: Kontrolle; Gruppe b: Thyroxin 0,5 mg: Gruppe c 
Durch Barythydrolyse gewonnene Schilddrusensunstanz (Baill, la) Img. Die Einwirkung 
erfolgte 48 Std. lang o Tage vor der Aufnahme. 


t 


| 


— or pama e re 





Tabclle XIII. 








Gruppe a: Kontr. Gruppe b: Thyroxin Gruppe c: Ba III, 1a 
18.5 14.5 | 12,2 
19.2 15.1 12,5 
210 | 15,7 12,5 
22.0 Ä 16.0 12,6 
222 16.0 13,2 
22.5 16.2 13 4 
24.8 | 16,5 5 
21.4 15,8 | 12,8 


17. April. Die Tiere der Gruppe c sind tot; bei fünf Tieren ist ein 
vorderer Extremitätenstummel durchgebrochen. Die Kaulquappen der 
Gruppe b zeigen die Thyreoideawirkung in gleicher Stärke wie die Gruppe ¢ 
am vorausgehenden Tage. 18. April. In Gruppe b sind sämtliche Tiere 
gestorben; bei vieren ist je ein Vorderbeinstuminel durchgebrochen, bei 
cinem beide. 

Die Substanz Ba llI, la ist also sehr stark wirksam. Die gegenüber 
dem Thyroxin hervortretende Steigerung in der Wirkung dürfte nur mit 
der stärkeren Konzentration der Lösung zusammenhängen. 


Zusammenfassung. 
Aus dem durch Kochen mit Barytlauge aus Schilddrüsen erhaltenen 
Hydrolvsat läßt sich die spezifisch wirkende Substanz am besten 
durch Neutralisieren mit Salzsäure oder Essigsäure ausfällen. Der 
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Niederechlag wird durch mehrmaliges Lösen in schwach alkalischem 
Wasser und nachfolgendem Ausfällen durch Ansäuern mit verdünnter 
Essigsäure gereinigt. Zur weiteren Reinigung wird der Niederschlag 
mit kochendem, ganz schwach mit Essigsäure angesäuertem 90 prozen- 
tigem Alkohol extrahiert. Vom heiß abfiltrierten Extrakt wird der 
Alkohol abgedampft. Die dabei ausfallende Substanz wird abgetrennt 
und in gleicher Weise noch drei- bis viermal umgefällt. Zuletzt wird 
der Niederschlag mit wasserfreiem Schwefeläther und Petroläther 
gewaschen. Die so gewonnene stark jodhaltige Substanz ist im Kaul- 
quappenversuch sehr stark spezifisch wirksam. Sie scheint dem von 
Kendall isolierten Thyroxin sehr nahe zu stehen. 


Eine einfache automatische Vorrichtung 
zum Tropfen und Niveauhalten beim Waschen mit Säuren. 


Von 
Fritz Reimann. 
(Aus der ersten medizinischen Klinik der deutschen Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei verschiedenen chemischen Operationen ist es notwendig, 
Flüssigkeiten (Waschflüssigkeiten, Säuren) gleichmäßig durch längere 
Zeit zutropfen oder zufließen zu lassen. 

Zu dem ersteren Zwecke werden meist Hahntrichter, Heber, Mariotte- 
flaschen verwendet. Diese haben den Nachteil, daß die Tropfenanzahl 
und Größe von der Höhe der noch im Behälter vorhandenen Menge abhängig 
ist und somit nicht konstant bleibt. Außerdem müssen sie meist offen sein 
und bieten bei längerer Verwendung die Möglichkeit, daß Staub und Ruß 
die Flüssigkeit verunreinigt. Beim automatischen Nachwaschen von Rück- 
ständen, bei länger danerndem vorsichtigen Filtrieren ist es notwendig, 
dauernd gleichmäßigen Flüssigkeitszufluß zu haben. Zu letzterem Zwecke 
dienen komplizierte Vorriehtungen, die sich schwer reinigen lassen, oder 
auch einfache, die aber meist den Nachteil haben, daß sie mit einem Material 
verschlossen werden müssen, welches von Säuren z. B. stark angegriffen 
wird (Gummistöpsel, Korke). 

Eine Flasche, die den genannten Zwecken gut dienen soll, muß 
l. stets gleiche und kontrollierbare Flüssigkeitsmengen austropfen bzw. 
ausfließen lassen, 2. automatisch durch längere Zeit gleichmäßig 
funktionieren, 3. möglichst vor Verunreinigung schützen, dabei einfach 
sein, aus säurefestem Material bestehen und leicht gereinigt werden 
können. 

Folgende Flasche entspricht diesen Anforderungen und hat sich 
z. B. bei der feuchten Veraschung nach Neumann als praktisch er- 
wiesen. 

Sie besteht aus einer Waschflasche, in die ein Heber hineinreicht. 
Dieser ist von einem Rohr umgeben, das oben einen Ansatz trägt, 
der dem sonst bei Waschflaschen gebräuchlichen Einsatz gleicht und 
in die Waschflasche sehr gut eingeschliffen sein muß. Das erwähnte 
Rohr begleitet den Heber bis fast zu dessen unterer Öffnung (E) und 
ist dort an den Heber angeschmolzen. Etwa 1em über der Öffnung 
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des Hebers (E) ist im Rohre ein kleines Loch (O) unten seitlich an- 
gebracht. [Die Öffnung (E) selbst steht bis 1 cm über dem Boden 
der Flasche.] Oben ist am Ansatz ein Glasrohr angeschmolzen, welches 
nur durch (O) mit dem Innern der Waschflasche in Verbindung steht. 
Der Heber besitzt außen einen Hahn, mit welchem man die Tropfenzahl 
regulieren bzw. den Ausfluß abstellen 
kann. Die äußere Öffnung des Hebers (A) 
ist etwa in der Höhe des Flaschenbodens 
angebracht, um bei größtmöglichster 
Heberwirkung die Flasche bequem auf- 
stellen zu können. Die angegebenen Dimen- 
sionen, wie auch die Größe der Wasch- 
flasche können nach Bedürfnis gewählt 
werden. Es ist praktisch, die Flasche 
für die ausgeflossenen Mengen zu eichen. 

Nach dem Füllen setzt man den Heber 
gut ein, öffnet den Hahn, bläst durch das 
Blasrohr den Heber voll, sperrt den Hahn 
ab, liest in der Flasche den Stand ab 
und öffnet den Hahn dann so weit, wie 
man es braucht. Die Tropfenzahl und 
deren Größe ist nur abhängig von der Größe der Öffnung A von der 
Höhendifferenz O bis A. Als Reserveflüssigkeit bleibt die Flüssigkeits- 
säule oberhalb O. Zum automatischen Nachwaschen setzt man die 
Öffnung A in den Trichter, läßt hierauf hineinfließen. Der Flüssig- 
keitsspiegel stellt sich selbständig auf die Höhe von Öffnung O ein, 
und was durch das Filter abtropft, wird stetig ersetzt; und somit der 
Forderung, möglichst oft und mit kleinen Mengen Flüssigkeit nachzu- 
waschen, entsprochen. Das Niveau im Trichter bleibt dabei ständig 
erhalten. 
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Zur Biochemie des Krankheitsbildes 
nach intracarotalen, zentralwärts gerichteten Injektionen 
hammelhämolytischer Kaninchensera. 


Von 
J. Forssman. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universität Lund, Schweden.) 
(Eingegangen am 21. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor kurzem haben Friedberyer und Oschikava!) eine Arbeit ver- 
öffentlicht, welche eine Fortsetzung und Ergänzung meiner Unter- 
suchung überein neues Krankheitsbild nach gewissen Seruminjektionen ?) 
darstellt. In meiner Publikation habe ich darüber berichtet, wie 
Injektionen von hammelhämolytischen Kaninchenseren in die Carotis 
in zentraler Richtung bei-Meerschweinchen einen eigenartigen und bis- 
her unbekannten Symptomkomplex erzeugen, der durch Gleichgewichts- 
störungen, Strabismus, bisweilen Exophtalmus, charakterisiert ist. 
Dieser Symptomkomplex wird, wie ich fand, durch viel kleinere 
Serumdosen ausgelöst, als zur Erzeugung des anaphylaktischen Shocks 
durch iniravenöse Injektionen derselben Sera nötig sind. Bei den 
intravenösen Injektionen sieht man trotz der viel größeren Dosen 
gar nichts von diesem carotalen Komplex. 

Offenbar rührt der beschriebene Symptomkomplex von Ver- 
änderungen nervöser Zentra her. In Anbetracht der Art der Symptonie 
lag die Annahme am nächsten, daß diese Zentren sich im Kleinhirn 
befinden. Unter Berücksichtigung der obenerwähnten Dosierungs- 
verhältnisse und mit Hinblick auf die Anordnung der Halsgefäße bei 
Meerschweinchen deutete ich daher das Auftreten des eigenartigen 
Krankheitsbildes nach den intracarotalen, zentralwärts gerichteten 
Injektionen als die Folge davon, daß von dieser Injektionsstelle aus 
das Serum in erheblich größerer Menge besonders dem Kleinhirn durch 


1) Zeitschr. f. Immunitätsforsch. u. exp. Therapie 33. 
2) Diese Zeitschrift 110. 
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die Arteria vertebralis dextra zugeführt wurde als bei der Wahl anderen 
In:ektionsstellen 

Betreffs der Frage, ob diejenige Substanz, welche die oben be- 
schriebenen Symptome nach einer intracarotalen, zentralwärle gerichteten 
Injektion bewirke. identisch mit der Substanz ist, die bei intravenöser 
Injektion den anaphylaktischen Shock auslöst, kam ich zu der Über- 
zeugung, daß diese Substanzen nicht identisch, sondern verschieden 
sein müssen, und zwar aus folgenden Gründen: erstens, weil bei Ver- 
wendung verschiedener Sera das Verhältnis zwischen der tödlichen 
Dosis bei der intravenösen und bei der intracarotalen, zentralwärts 
gerichteten Injektion nicht konstant war, sondern von Serum zu 
Serum wechselte; zweitens, weil man durch intravenöse Injektionen 
von nicht tödlichen Serumgaben die Tiere gegen die später gegebene, 
akut tödliche intravenöse Dosis vollkommen zu schützen vermag, 
während ein ähnlicher Schutz gegen die intracarotale, zentralwärts 
injizierte tödliche Dosis nicht vorkommt; und drittens, weil eine 
doppelseitige Nierenexstirpation die Tiere gegen die intravenös akut 
tödliche Dosis unempfindlich macht, aber ohne Einfluß auf die Folgen 
einer intracarotalen, zentralwärts gerichteten Seruminjektion ist. 

Ich glaubte deswegen damals und glaube noch bis auf weiteres, 
daß diejenige Substanz, die den intracarotalen Symptomenkomplex 
(wenn ich den oben beschriebenen Symptomenkomplex so kurzweg 
nennen darf) bewirkt, ein neuer Antikörper ist. Daß es sich um eine 
Antikörperwirkung handelt, schloß ich nämlich daraus, daß normale 
Kaninchensera ebenso wie normales Hammelserum oder Kaninchen- 
inmmunsera gegen Typhus oder Rinderblut, bis zu einer Dosis von 
l ccm intracarotal, zentralwärts injiziert, keine ähnliche Symptome 
machten, während hammelhämolytische Kaninchensera oft schon in 
einer Dosis von 0,0l ccm pro 100g Tier den Symptomkomplex hervor- 
riefen und die Tiere töteten. 

Durch ihre Untersuchungen auf diesem Gebiete sind nun Fried- 
berger und Oschikawa zu einer anderen Auffassung dieser Frage ge- 
kommen. Ich möchte deswegen hier die Beweise, welche die genannten 
Autoren für ihre Meinung angeführt haben, näher SC und zudem 
einige ergänzende Versuche mitteilen. 

Friedberger und Oschıkawa leiten ihre Arbeit mit einer Besprechung 
der verschiedenen Erklärungen ein, welche betreffs der Toxizität der 
hammelhämolytischen Kaninchensera nicht nur bei den carotalen, 
zentralwärts gerichteten Injektionen, sondern überhaupt für Meer- 
schweinchen gegeben worden sind. Bekanntlich fußt die ven den 
meisten Autoren (Doerr, Sachs, mir u. a.) gegebene Erklärung dieser 
Toxizität auf meiner Arbeit über die Herstellung von Hammel- 
hämolysinen durch Injektionen von Meerschweinchenorganemulsionen 

RS 
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bei Kaninchen!) und auf der Arbeit von Hintze und mir?) über die 
heterologe Toxizität der Antisera nebst den hierhergehörigen Unter- 
suchungen von Doerr und Pick’). Es wurde nämlich durch diese 
Arbeiten bewiesen, daß sich die toxische ‚Substanz der mehrmals 
erwähnten Sera sowohl durch Immunisierung von Kaninchen mit 
Organen von mehreren verschiedenen Tieren, darunter auch Meer- 
schweinchen, erzeugen läßt, sowie auch durch Meerschweinchenorgane 
spezifisch gebunden wird. Die toxische Wirkung der Sera für Meer- 
schweinchen wird deswegen als Folge dieser bewiesenen Affinität 
zwischen der toxischen Substanz, die ja in Übereinstimmung mit dem 
eben Gesagten ein Antikörper ist, und den Mcerschweinchenorganen 
aufgefaßt, ohne daß man doch etwas Näheres betreffs der Verbindung 
des toxischen Antikörpers mit den Zellen kennt. Friedberger dagegen 
meint, daß die Toxizität nicht von den in diesen Seren befindlichen 
Antikörpern ullein, sondern durch die gemeinsame Wirkung der Anti- 
körper und der in den Seren noch befindlichen Antigenreste zu er- 
klären ist. 

Ohne daß es ihm gelungen ist, positive Beweise für seine Auf- 
fassung zu erbringen, sucht er, um sie zu behaupten, vor allem auf- 
zuweisen, daß die Antikörper allein nicht ausreichen, um die Wirkung 
der Sera zu erklären, daß also unsere Auffassung irrig ist. 

Aus seinen Darstellungen, sowohl den früheren wie der letzten 
zusammen mit Oschikawa geht jedoch hervor, daß er die unsrigen, 
von ihm zitierten Arbeiten nicht richtig verstanden hat. Er sagt 
nämlich, daß die Toxizität dieser Sera — nach unserer Auffassung — 
bald von den Antikörpern, bald von den heterogenetischen Hammel- 
hämolysinen und bald von den Ambozeptoren abhängen soll. Dies 
ist aber nur zur Hälfte wahr. Wenn z. B. gesagt wird, daß ich die 
Toxizität der erwähnten Sera von den in den Seren befindlichen 
Antikörpern herleite, so ist dies, wie aus dem Obigen erhellt, voll- 
kommen richtig, und hier bin ich in vollkommener Übereinstimmung 
mit Sachs und Doerr. Wenn aber Friedberger und Oschikawa (S. 94) 
z. B. erklären: „Nach Forssmans Anschauung ist es ja der hetero- 
genetische Anteil des Hammelhämolvsins, der vermöge seiner Affinität 
zu Meerschweincheneiweiß sowohl die anaphylaktischen Symptome 
bei intravenöser Zufuhr... bedingt‘, so ist dies entschieden 
unrichtig. Ich habe nie eine derartige Ansicht geäußert noch gedacht. 

Im Gegenteil haben Hintze und ıch als die ersten (S. 341) ge- 
funden, daß die Toxizität von durch Meerschweinchenorganinjektionen 
erzeugten hammelhämolytischen Seren nicht in einer bestimmten 

I) Diese Zeitschrift 37. 

2) Ebendaselbst 44. 

3) Ebendaselbst 50. 
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Relation zum Hämolysingehalt steht. Wir sagen deswegen auch: 
„Hierdurch ist es auch bewiesen, daß die Toxizität nicht auf deren 
Gehalt an Ms-Schafhämolysinen (so wurden in jener Abhandlung 
die durch Meerschweinchenorganinjektionen erzeugten Hammelhämo- 
Ivsine bezeichnet) beruht‘. 

Die ganze Friedbergersche Diskussion betreffs meiner Auffassung. 
daß die toxische Substanz mit dem heterogenetischen Hammelhämolysin 
identisch sei, schwebt demnach vollkommen in der Luft. Wäre sie 
nicht an so vielen Stellen in der Arbeit von Friedberger und Oschikawa 
und auch in früheren Arbeiten F'rriedbergers (z. B. Friedberger-Gorelti) 
vorgekommen, so hätte ich sie nicht so ausführlich besprochen, wie 
ich es jetzt für nötig gehalten habe. 

Ebenso unrichtig ist Friedbergers Behauptung, daß ich die 
toxische Substanz für einen Amboceptor halte. ‚‚Wenn ein isogenetischer 
Antihammel-Kaninchenantikörper in den Organismus eines Meer- 
schweinchens injiziert wird, so bindet sich der Amboceptoranteil, der 
zum Meerschweincheneiweiß Affinität hat, mit den entsprechenden 
Komplexen im Meerschweinchenorganismus, und unter Komplement- 
zutritt erfolgt die Giftbildung in vivo, ähnlich wie wir uns die Giftwirkung 
in der bekannten Versuchsordnung von Belfanti und Carbone zu denken 
haben. Diese Erklärung wurde auch von Forssman und Hintze als- 
bald. herangezogen“). In der von Friedberger und Oschikawa zitierten 
Arbeit von Hinize und mir kommt aber gar kein Wort vor, welches 
die von Friedberger und Oschikawa uns angedichtete Auffassung an- 
deutet, noch weniger aussagt. Und ich habe überhaupt eine solche 
Anschauung nie gehabt. Hintze und ich sagen nur, daß die toxische 
Wirkung darauf beruht, daß die erzeugten Antikörper, welche wir 
als anaphylaktische Antikörper bezeichnen, mit den Meerschweinchen- 
organen sich verbinden, aber wie die intimere Wirkung vor sich geht, 
davon sagen wir nichts. Schon damals bezweifelte ich eine Toxin- 
bildung unter Mitwirkung von Komplement bei der Anaphvlaxie, 
jetzt ist ja diese Theorie vollkommen erledigt. 

Wenn Friedberger in dieser Frage von Antikörper, Amboceptor 
und heterogenetischem Hammelhämolysin umeinander spricht, meint 
er wahrscheinlich dieselbe Substanz, als ob nur ein einziger Antikörper 
in diesen Seren vorkam. Ich sehe die Sache doch so, daß, da 
zweifelsohne eine ganze Reihe von Antigenen bei den Organinjektionen 
injiziert werden, auch eine entsprechende Reihe von Antikörpern sich 
entwickelt, die Hämolysine mit ihrer spezifischen Wirkung, die 
toxischen, die den anaphylaktischen Shock hervorrufen, diejenigen, 


1) Von mir kurvisiert. Zeitschr. f. Immnunitätsforsch. u. exp. Therapie 
33. 51. 
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die die carotalen Symptome bewirken, und möglicherweise noch mehrere 
andere, deren Wirkung wir noch gar nicht kennen. 

Auf welchen Wegen gelangt die toxische Substanz der Sera be 
carotaler, zentralwärts gerichteter Injeklion zu den nervösen Zentren. 

Friedberger und Oschikawa haben meine Befunde betreffs der 
Folgen von den intracarotalen, zentralwärts gerichteten Injektionen 
hammelhämolytischer Kaninchensera bei Meerschweinchen bestätigt, 
und wir sind auch darüber einig, daß die Symptome von einer 
Schädigung nervöser Zentra herrührenmüssen Auf Grund von klinischen 
Überlegungen vermute ich, daß die angegriffenen Zentren sich im 
Kleinhirn befanden; Friedberger und Oschikawa aber behaupten nach 
mikroskopischer Untersuchung, daß es Zentren in der Medulla oblongata 
sind, die hierbei verändert werden. Vielleicht haben diese Verfasser 
recht. Vom serologischen Standpunkt bedeutet das eine oder das 
andere nicht viel, da beide Regionen ihre Blutversorgung von den- 
selben Hauptgefäßen beziehen. Um indessen näher den Weg der 
Blutzufuhr zu diesen Organen zu untersuchen, habe ich nun bei 
lebenden Meerschweinchen (tote Tiere sind hierfür nicht geeignet, da 
die Collateralen ja nicht in derselben vollkommenen Weise fungieren 
können) eine Serie von Injektionen mit gefärbten Emulsionen in die 
Carotis teils aufwärts in peripherer Richtung, teils zentralwärts ge 
macht, in der Hoffnung, verschiedene Teile bei diesen Injektionsweisen 
verschieden gefärbt zu erhalten. Zuerst prüfte ich chinesische Tusche 
als Injektionsflüssigkeit, doch ohne Erfolg, weil die Tuschkörnchen 
so klein sind, daß sie alle Kapillaren passieren und die Schwarz- 
färbung dadurch vollkommen gleichmäßig wird. Bessere Resultate 
gaben Emulsionen, die ich mir mit Öl, das durch Sudan III intensiv 
gefärbt war, unter Verwendung von Gummi arabikum und Wasser be- 
reitete. Zwar waren nicht alleso hergestellten Emulsionen gleich gut, wahr- 
scheinlich infolge ihrer verschiedenen Teilchengröße. War die Emulsion 
außerordentlich fein, so ging nämlich so viel davon durch die Gefäße, 
daß die Färbung des Organes gleichmäßig wurde. Allerdings passieren 
auch bei etwas gröberen Emulsionen immer einige feine Fettkügelchen 
die Gehirngefäße, wovon ich mich durch mikroskopische Untersuchung 
der anderen Organe bei injizierten Tieren überzeugte, aber die 
gröberen Kügelchen bleiben doch stecken und geben so dem Teile, in 
dem sie sich anhäufen, eine rosarote Farbe. 

Aus einer solchen gelungenen Injektionsserie gebe ich hier einige 
Abbillungen. 

Drei Tieren war in die Jinke Arteria carotis dieselbe Emulsion und 
dieselben Dosis (l eem) in derselben Sitzung injiziert.  Injektionszeit 
in jedem Falle sieben Sekunden. Das Tier A erhielt die Injektion in 
peripherer Richtung, wobei das Gefäß vor der Injektion zentralwärts vom 
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Stiche, und nach der Injektion auch peripherwärts um Blutung zu ver- 
hindern unterbunden wurde. Beim Tier B injizierte ich dagegen zentral- 
wärts; die Arterie war vorher peripher vom Stiche unterbunden worden. Nach 
der Operation wurde selbstverständlich das Gefäß auch zentral vom Stiche 
unterbunden. Das Tier C wurde genau so behandelt wie das Tier B, nur 
mut dem Unterschied, daß hier vor der Injektion auch die rechte Arteria 
carotis unterbunden worden war. Die Tiere wurden alle gleich nach be- 
endeter Injektion mittels Herzstich getötet, die Gehirne herausgenommen 
und in Formalin gehärtet; dann wurden die Gehirne abgezeichnet und 
senkrecht in den auf den Zeichnungen punktierten Ebenen geschnitten. 
Diese sind auf jedem Gehirn numeriert und die abgezeichneten Quer- 
schnittsflächen sind mit entsprechenden Nummern versehen. Die vom 





ob Abb. 1. 


Sudan rotgefärbten Teile der Gehirne sind auf den Zeichnungen schraffiert, 
stärker oder schwächer je nach der Stärke der roten Farbe. In mikro- 
skopischen Schnitten sieht man in allen Teilen der Gehirne Gefäße mit 
sudangefärbten Fettembolien, viel reichlicher in den makroskopisch roten 
als in den anderen, aber die Verschiedenheit bei mikroskopischer Prüfung 
zwischen den roten und den bleichen Partien sind doch nicht so scharf wie 
bei makroskopischer Untersuchung, 


Aus den Zeichnungen ist ersichtlich, daß nach der carotalen, 
peripherwärts gerichteten Injektion vorzugsweise die vorderen Teile des 
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Gehirns gefärbt werden, das Kleinhirn sehr wenig und die Medulla oblon- 
gata fast garnicht. Bei den zentralwärts gerichteten Injektionen werden 
dagegen auch das Kleinhirn und Medulla oblongate hauptsächlich nur 
einseitig rot gefärbt. Diese Befunde beweisen, daß nach diesen In- 
jektionen die Injektionsflüssigkeit in weit größerer Menge dem Klein- 
hirn und der Medulla zugeführt wird als bei intracarotalen, peripher- 
wärts gerichteten Injektionen, in bester Übereinstimmung mit der 
Annahme, die ich bei der Erklärung des sogenannten carotalen 
Symptomkomplexes gemacht habe. Beim Tiere B, wo die linke 
Carotis peripherwärts geschlossen war und also das Sudanöl durch 
die rechte Carotis und die rechte Vertebralis zugeführt werden mußte, 
hätte man erwarten sollen, daß, wenn überhaupt irgend eine Ver- 
schiedenheit in der Verteilung des Farbstoffs vorkommen würde, die 
rechte Seite röter erschiene als die linke. Gerade das Gegenteil ist 
der Fall. Im Tier C, wo beide Carotiden peripherwärts unterbunden 
sind, gibt das Gehirn, das Kleinhirn und .die Medulla in bezug auf 
Sudanfärbung eben die Spiegelbilder der entsprechenden Organe vom 
Tier B. Die einzige Erscheinung, die bei diesen intracarotalen, zentral- 
wärts gerichteten Injektionen in dieser Beziehung regelmäßig auftritt, 
ist also, dal Cerebellum und Medulla stärker durchgespült wurden als 
sonst. Ob dagegen die eine oder andere Seite dabei getroffen wird, 
scheint von anderen Ursachen abzuhängen, Deswegen sieht man auch 
die Manegesymptcme bald nach der einen, bald nach der anderen 
Seite sich entwickeln. Vielleicht kann die Strömung der Injektions- 
flüssigkeit nach der einen oder anderen Hälfte davon abhängen, wie 
lange Zeit von dem peripheren Unterbinden der Carotis bis zur In- 
jektion vergeht, ob die peripher von der Unterbindungsstelle gelegenen 
Gefäße kontrahiert oder schan erweitert, erschlafft sind. In jenem 
Falle eine Hemmung der Injektionsflüssigkeit, in diesem dagegen eine 
vergrößerte Nachgiebigkeit und dadurch leichteres Einströmen. 
Durch diese Injektionsversuche ist also bewiesen, daß, wie ich 
vermutete, in die C'arotis zentralwärts injizierte Flüssigkeit dem Klein- 
hirn und auch, wie Friedberger und Oschikawa voraussetzen, der Me- 
dulla oblongata in weit größeren Mengen zugeführt wird als sogar bei 
direkten Injektionen in die Carotis in der Richtung gegen das Gehirn. 
Die Zufuhr des Blutes bei der carotalen, zentralwärts gerichteten 
Injektion kann kaum andere Wege nehmen als die von mir in meiner 
Arbeit genannten, also beim Verschluß der einen Carotis durch die 
andere C'arotis und die Vertebralis dextra, und beim Verschluß beider 
Carotiden durch die Vertebralis dextra. Wenn es Friedberyer und 
Oschikawa gelungen ist, sowohl die rechte Carotis wie die rechte 
Subclavia zu unterbinden, wie sie angeben, und dann durch eine 
intracarotalon, zentralwärts gerichtete Injektion den carotalen 
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Symptomkomplex zu erzeugen, so muß ja das Serum noch einen 
anderen Weg finden können, falls nicht in diesem Falle das Tier durch die 
Operation und die Anämie des Kleinhirns und der Medulla die 
carolalen Symptome zeigt und stirbi. Ich möchte nämlich daran er- 
innern, daß das Meerschweinchen dieselben Symptome aufweisen kann, 
wenn es nur hochgradig anämisch wird. Das habe ich bei Aspiration 
von großen (Deem) Blutmengen durch Herzpunktur gesehen, was ich 
auch in meiner Arbeit erwähne!). Diese Erklärung liegt noch näher 
für dieselben Symptome nach Unterbindung nicht nur der beiden 
Carotiden, sondern auch der rechten Vertebralis. (Friedberger und 
Oschikawa.) 


Die Spezifizität des carotalen Symptomenkomplexes. 


Daß dieser Symptomenkomplex eine spezifische Reaktion war, 
folgerte ich daraus, daß erstens sowohl homologe wie heterogenetische 
hammelhämolytische Kaninchensera in kleinen Dosen regelmäßig diesen 
Komplex hervorbrachten, und daß zweitens weder die von mirin dieser 
Beziehung geprüften normalen Kaninchensera und andere hochwertigen 
Immunsera von Kaninchen noch normales Hammelserum sogar in 
Dosen von Leem dieselbe Wirkung hatten. 

Daß indessen ähnliche Symptome auch durch andere Faktoren 
ausgelöst werden könnten, hielt ich durchaus für wahrscheinlich, zu- 
ınal ich (siehe oben) gesehen hatte, wie nach großen Aderlässen mit- 
unter schwere Gleichgewichtsstörungen, Rollbewegungen, auftraten. 
Dasselbe war auch zu erwarten, wenn Gifte in ungewöhnlicher Kon- 
zentration an die hier in Frage kommenden Zentren gelangten und 
in sie eindrangen. 

Friedberger und Oschikawa berichten jetzt auch, daß sie carotale 
Symptome nach Injektionen von Ochsenserum erhalten haben, das 
ja eine starke Agglutination der Meerschweinblutkörperchen verursacht, 
wodurch bei intracarotalen, zentral gerichteten Injektionen leicht 
Ernährungsstörungen der Gleichgewichtszentra entstehen können, und 
daß dieselben Symptome mit dem giftigen Aalserum und wie es 
scheint noch mit Cobragift erzeugt werden können, welche Substanzen 
im übrigen nichts Gemeinsames mit der Antikörperwirkung der 
hammelhämolytischen Kaninchenimmunsera haben. 

Friedberger und Oschikawa haben weiter zu ihrer ‚größten Über- 
raschung‘ gesehen, daß ‚Dosen über 1,5 normalen Kaninchenserums’ 
den typischen carotalen Symptomkomplex geben. Mir bietet aber 
dieser Befund gar keine Überraschung. Im Gegenteil, er paßt außer- 
ordentlich gut, wenn ich so sagen darf, zu meinem System. 


1) Diese Zeitschr. 110, 168. 
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Schon in meiner ersten Arbeit!) über die heterogenetischen Hä- 
molysine zeigte ich nämlich, daß die in den normalen Kanınseren 
vorkommenden Hammelhämolysine dem heterogenelischen Typus an- 
gehören und Fex und ich?) konnten später Antiunaphylazxie gegen die 
intravenösen Injektionen der hammelhämolytischen Sera durch Injektionen 
von normalem Kaninchenserum erzeugen, was beweist, daß die normalen 
Kaninchensera auch die toxische anaphylaxieerregende Substanz ent- 
halten, obgleich sie nicht in solchen Mengen vorkommen, daß der Shock 
dadurch ausgelöst werden kann. Kann man nun den carotalen 
Symptomkomplex durch normales Kaninchenserum auslösen, wie 
Friedberger und Oschikawa behaupten, so haben wir also in normalen 
Kaninchenseren alle die hierher gehörigen heterogenetischen Antikörper 
gefunden. i 


Wie bekannt, schwankt nun der Gehalt der normalen Antikörper 
in den Seren erheblich. Ich wies z. B. auf?), wie das Hammel- 
hämolysin des Normalserums eines Kaninchen in 14 Tagen von 
0,2 ccm für schwache Hämolyse bis zu 0,05 ccm für komplette Hämolyse 
wechselte. Bei Untersuchung einer größeren Reihe von Normal- 
kaninchenseren. wechselte die minimale hämolytische Dosis für lccm 
5 proz. Hammelblut zwischen 0,5ccm und 0,03ccm. Auch die Anaphy- 
laxie erregende Substanz der normalen Kaninchensera ist ihrer Quantität 
nach von einem Serum zum anderen beträchtlichen Schwankungen 
unterworfen. Davon findet man Beispiele in der eben zitierten Arbeit 
von Fex und mir. Das ist sicherlich auch der Fall mit derjenigen . 
Substanz, die den carotalen Symptomenkomplex nach carotalen, 
zentralwärts gerichteten Injektionen bewirkt. Betrachten wir nun 
die Immunsera (Antirinder-, Antipferde-, Antihunde-, Antitaube-, 
Antiziegenserum u. m.), die Friedberger und Oschikawa betreffe ihrer 
Fähigkeit, den carotalen Symptomenkomplex auszulösen (Friedberger- 
Oschikawn, Tab. XIII, S.95) geprüft haben, so findet man, daß von allen 
den mit diesen Antiseren behandelten Tieren nur ein einziges gestorben ist, 
sogar erst nach 24 Stunden, und doch hatten alle je 1 cem Serum carotal: 
zentralwärts erhalten. Also eine sehr schwache Toxizität! Bedenkt 
man nun, daß Friedberger-Oschikawa die toxische, d. h. die carotalen 
Symptome erzeugende Grenzdosis der Normalkaninchensera bis zu 
1,5 ccm verlegen, so bedeutet derjenige Grad der Toxizität, den man 
in den eben erwähnten Antiseren beobachtet, nur eine sehr kleine 
Steigerung im Vergleich mit der normalen Toxizität. Diese un- 
bedeutende Toxizitätssteigerung braucht man nicht als Folge von 


1) Diese Zeitschr. 37, 112, 113. 
2) Ebendaselbst 66, 314 — 319. 
3) Ebendaselbst 37, 86. 
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Immunisierungsprozessen aufzufassen. Sie gehört vielmehr zu den 
normalen Schwankungen der normalen Antikörper, die vielleicht 
durch unspezifische Reizungen !) ein wenig verstärkt sind. Friedberyer- 
Oschikawa legen nun ihren Versuchen eine große theoretische Wichtig- 
keit bei und wollen daraus schließen, ‚daß sich die Giftigkeit nicht 
restlos auf der Grundlage der heterogenetischen Antikörper erklären 
läßt“. Ich kann aus den obengenannten Gründen dieser ihrer Meinung 
nicht beipflichten. Die zitierten Versuche bedeuten meiner Auffassung 
nach nur, daß die Giftigkeit der Normalsera ein weniy schwankt. 

Ein anderes Ergebnis von Friedberger-Oschikawa muß dagegen 
großes Aufsehen erregen und wäre auch, wenn es bestätigt werden 
könnte, von bedeutender theoretischer Wichtigkeit, ich meine die- 
jenigen Resultate, die die Autoren bei Kaninchen durch zentralwärls 
gerichtete Injeklionen von hammelhämolytischen Kaninchenseren in die 
Carotis angeblich erzielt haben. In diesen Fällen würden also bei 
Tieren derselben Art, die die Sera geliefert haben, schon einige Kubik- 
zentimeter des heterogenetischen Kaninchenserums carotal-zentralwärts 
injiziert die carotalen Symptome erzeugen und töten (Friedberger- 
Oschikawa, S. 104 bis 105). Da das serumspendende Kaninchen das 
toxische Serum ohne krankhafte Symptome produziert und getragen 
hat, konnte man sich das obengenannte Resultat kaum anders vor- 
stellen, alsdaß die toxische Substanz bei dem Serumspender gebunden, 
inaktiv wäre, und erst beim Aderlasse, bei der Koagulation des ent- 
nommenen Blutes frei, aktiv würde. Ich habe nun diese Versuche 
von Friedberger-Oschikawa wiederholt und dabei das Resultat, das 
aus der folgenden Tabelle hervorgeht, erhalten. 

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daß keiner dieser beiden 
hammelhämolytischen Sera irgend ein carolales Symptom trotz der 
großen intracarolalen zentralwärts gerichteten Injektionen bei Kaninchen 
erzeugten. Die Kaninchen wiesen während der ersten 4 bis A Stunden 
nach der Injektion überhaupt gar keine krankhajten Symptome auf (die 
Temperatur wurde. jedoch nicht gemessen) und verhielten sich auch 
in der folgenden Zeit vollkommen normal, trotzdem das eine Serum 
so toxisch war, daß es in einer Dosis von 0,012ccm pro 100g Tier 
intravenös Meerschweinchen (1062) tötete (intracarotal wirken die Sera 
ja noch stärker) und das andere durch 0,0l cem pro 100 g Tier nach 
intracarotaler, zentralwärts gerichteter Injektion (1138) den carotalen 
Symptomenkomplex hervorrief. 

Es ist mir also nicht möglich gewesen, den äußerst merk würdigen 
Befund von Friedberger-Oschikawa zu bestätigen. Meine Versuche 

1) Vgl. hiermit die Steigerung vorm Antikörpergehalt gewisser Sera 
durch Pilocarpin-Injektionen (Salomonsen-Aladsen) oder durch Pyrogallol- 
und andere Injektionen (Madsen-Tallquist). 
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Tabelle I. 


Die hier angewandten hammelhämolvytischen Kaninchensera, 1062 und 
1138, hatten beide einen hämolytischen Titer von 0,00005 cem und waren 
also beide sehr hochwertige Sera. Das Serum 1062 war durch 
Injektionen von Hammelblut, das andere (1138) durch Injektionen von 
Meerschweinehennieren gewonnen. 





Nr. und Tierart = Iugektionsstelle Z a Pigi Sytmpterms 
= l P _ an 
eem č Nek 
1084 Kaninchen 1700 L.Carotiszentralw. 1062 5 ° 5 Vollkommen gesund 
1085 EN 1800 = ei 1062 5 8 Wie 1084 
1086 de . 1500 e e 1062 5 8 Wie 1084 
1087 Meerschw. 400 Intraven. 1062 0,04 5 Respirationsstörungen. 


: Krümpfe überlebt 
1088 ER 380 P 1962 0,045 5 76Min. Typ. Anaphylaxıe 
1170 Kaninchen 1500 L.Carotis zentralw. 1138 4 30:Vollkommen gesund 


1171 „ 1700 Ge de 1138 '3.5 30|Wie 1170 
1172 ,„ 1700 e e 1138 4.5 "A8 Wie 1170 
1168 Meerschw. 370 z i9 1138 0,04 10 74 Std. Gleich Manege. 
Strabism Rollt mit 
| Uhrzeigern 
J169 7 410 vn 2» 1138 0,06 10 71 Std. Gleich Manege. 
Strabism. Rollt gegen 
Uhrzeiger 


zeigen, daß die angewandten Sera für Kaninchen unschädlirh sind, oh- 
gleich sie viel kräftiger waren als diejenigen (Ser. K und Sch.), welche 
Friedberger-Oschikawa benutzten. So viel ist jedenfalls sicher, daß das 
von Friedberger-Oschikawa erhaltene Ergebnis nicht regelmäßig vr. 
kommt. Ich bin persönlich der Überzeugung, daß die Resultate von 
Friedberyer-Oschikawa von zufälligen Ursachen abhängen, und dab 
sie in keiner Beziehung zur wirklichen Serumwirkung stehen. 

Deswegen ist sicherlich auch die Andeutung von Friedberger- 
Oschikawa (S. 92), daß dem Kaninchengehirn eine spezifische Bindung 
der giftigen Substanz der Sera zukomme, was ja mit der von ihnen 
angenommenen Giftigkeit der Sera für Kaninchen gut stimmen würde, 
durch die andere Deutung dieser Bindung zu ersetzen, welche 
Möglichkeit sie selbst in den Schlußfolgerungen geben, nämlich daß 
nur eine unspezifische Adsorption in Frage kommt. 


Schlußfolgerungen. 
l. Durch intracarotale Injektionen von gefärbten Ölemulsionen 
bei Meerschweinchen, teils in peripherer, teils in zentraler Richtung 
wurde bewiesen, daß bei dieser Injektionsweise dem Kleingehirn und 
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der Medulla oblongata eine viel größere Menge der Injektionsflüssigkeit 
als bei jener Injektionsweise zugeführt wird. Hierdurch wird das Auf- 
treten des carotalen Symptomkomplexes von der größeren Konzentration 
des toxischen Stoffes in den genannten Organen bei den intracarotalen, 
zentralwärts gerichteten Injektionen hammelhämolytischer Sera als 
bei sonstigen Injektionen verständlich. 

2. Die Versuche von Friedberger-Oschikawa, bei denen mit großen 
Dosen gewisser Antisera, die nicht nennenswert hammelhämolytisch 
waren, doch der intracarotale Symptomkomplex erhalten wurde, sind 
nur als Folgen der in Normalseren bei Kaninchen befindlichen 
toxischen Substanz aufzufassen. 

3. Friedberger-Oschikawas Angaben, daß intracarotale, zentralwärts 
gerichtete Injektionen hammelhämolytischer Kaninchensera bei 
Kaninchen den carotalen Symptomenkomplex erzeugen, konnten nicht 
bestätigt werden. 


Untersuchungen 
über die Wirkungsweise von Formaldehyd auf Organkolloide. 


I. Mitteilung. 


l Die Rolle des Formaldehyds 
bei der Aufhebung der Reaktionsfähigkeit luischer Sera. 


Von 


H. Kürten. 
(Aus der Medizinischen Universitäts-Klinik zu Halle.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1922. 


Einleitung. 


Gegenüber der hervorragenden praktischen Bedeutung des Forum. 
aldehyds sind die experimentellen Untersuchungen über seine Wirkungs- 
weise noch sehr gering und unsere theoretischen Kenntnisse nur 
spärlich. Namentlich lassen sie einen einheitlichen Gesichtspunkt für 
die Wirkungsweise des Formaldehvds nicht erkennen. Denn es ist 
ja beispielsweise wohl kaum anzunehmen, daß die äußere desinfekto- 
rische Wirkung des Formaldehyds sich auch innerhalb des Organs 
gegenüber den jeweiligen Erregern auswählend verhalten wird. E 
erschien uns darum veılocken!l, dieser Frage einmal nachzugehen und 
die Wirkungsweisedes Formaldehyds namentlich nach kolloidchemischen 
Gesichtspunkten zu verfolgen. Handelt es sich doch in allen den 
kurz angedeuteten Anwendungsgebieten um Kolloide bzw. um aus 
solchen aufgebaute organische Materie, auf die sich die Wirkung des 
Formaldehyds erstreckt. — Die letzte Veranlassung zu unseren Unter- 
suchungen bot die Beobachtung von Dold (1) über die „Aufhebung 
der Reaktionsfähigkeit luischer Sera durch Formaldehyd‘. Auch hier 
handelt es sich um die Einwirkung des Formaldehyds auf ein Kolloid, 
und gerade die Reaktionsfähigkeit des Serums ließ uns die Heterogenität 
‚der Wirkungsweise innerlich gegebener Formaldehydpräparate ver- 
muten. 
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I. Die Rolle des Formaldehyds bei der Aufhebung der Reaktionsfähigkeit 
luischer Sera. 


Wir waren mit dem Studium der Serumveränderungen beschäftigt, 
wie sie unter dem Einfluß der Syphilis zustande kommen, und hatten 
unsere Aufmerksamkeit besonders den kolloidchemischen Vorgängen 
zugewendet, wie sie beim Ablauf der serologischen Luesreaktion sich 
vollziehen. 


Nachdem sich gezeigt hatte, daß bei der vermuteten komplement- 
gierigen Antigen-Antikörperbindung des Wassermannschen serologischen 
Luesnachweises das Antigen sich durch Stoffe, wie z. B. Vaseline, Lecithin 
und Seifen ersetzen ließ, hat vor allem P. Schmidt darauf hingewiesen, 
daß es sich bei dem Zustandekommen dieser Reaktion um kolloidchemische 
Vorgänge handelt (2). Und so zielten unsere Versuche einerseits darauf 
hinaus, die bald nach der Vereinigung von Serum und Organextrakt sich 
anbahnenden charakteristischen Veränderungen unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen mit den Methoden der Kolloidforschung möglichst frühzeitig 
zu erfassen und dadurch eine Frühdiagnose der Syphilis zu ermöglichen. 
Denn schließlich ist die Ausflockung ja nur eine der vielen Möglichkeiten, 
durch die wir die stattgefundenen Veränderungen — und dazu noch ver- 
hältnismäßig spät — ablesen können. 

Andererseits glaubten wir erwarten zu dürfen, daß bei bestimmten, 
gleichsinnig vorbehandelnden Maßnahmen die abweichende Serumbeschaffen- 
heit bei der Lues gegenüber normalem Serum verhältnismäßig rasch durch 
einfache kolloidchemische Reaktionen zum Ausdruck kommen könne. 

Da brachte Dold (3) mit seiner Trübungsreaktion eine wesentliche 
Abkürzung der Versuchszeit für den serologischen Luesnachweis, mit 
welcher er — allerdings nur im Rahmen der Ausflockungsmethoden — 
durch die Wahl entsprechend eingestellter Organextrakte bereits nach 
4 Stunden den Nachweis luescharakteristischer Serimveränderungen 
führen konnte. Durch diese Mitteilung erfuhren unsere eigenen, noch 
nicht abgeschlossenen Versuche eine Unterbrechung. Wir überzeugten 
uns durch Vergleiche von dem Ausfall der Wassermannschen Reaktion — 
als der Standardreaktion des Luesnachweises —, daß die Doldsche Reaktion 
gute Ergebnisse hatte*) und zogen sie mit = den Bereich unserer eben 
angedeuteten Untersuchungen. 

In solchen Untersuchungen müssen, wie die Bedingungen für das Zu- 
standekommen luespositiver Reaktionen natürlich auch diejenigen Um- 
stände eine Rolle spielen, welche die Reaktionen zu hemmen bzw. sie auf- 
zuheben vermögen. Insofern nämlich, als aus der genauen Kenntnis dieser 
Umstände sich indirekt gewisse Schlüsse für die Reaktionsbedingungen 
ergeben mögen. 


Es erschien uns also auch von diesem Standpunkte aus die Auf- 
hebung der Reaktionsfähigkeit luetischer Sera durch Formaldehyd 
von Bedeutung und hatte darum das Studium der Wirkungsweise 
desselben für uns ein doppeltes Interesse. — Anknüpfend an die 
bekannte Eigenschaft des Formaldehyds als Konservierungs- und 


*) Über die praktische Verwertbarkeit wird an anderer Stelle be- 
richter werden. 
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Fixationsmittel von Geweben und auf Grund eines Gelatinequellungs- 
versuches, bei dem ein ‚nur kurze Zeit“ mit Formaldehyd vor- 
behandeltes Stück Gelatine seine Quellungsfähigkeit gegenüber einem 
gleich großen unbehandelten Gelatinestück mehr oder minder stark 
einbüßt, glaubt Dold, daß die Wirkung des Formaldehyds zunächst 
ganz allgemein auf Quellungsvorgängen beruht. Dabei bleibt es aber 
offen, ob der Formaldehyd im Serum, im Extrakt oder auch in beiden 
angreift. Unter Hinweis auf die Möglichkeit eines Parallelgehens 
von Eiweiß-Antieiweißpräzipitation und Luesserum-Extraktlipoidpräzi- 
pitation — welche Vorgänge beide durch Formaldehyd gehemmt 
werden (4) — weist der Autor da präziser auf die zweifache Mög- 
lichkeit einer Erklärung für die Wirkungsweise des Formaldebyds hin: 
Einmal in physikalisch-chemischer, zum anderen in struktur-chemischer 
Hinsicht. Im einen Falle wird angenommen, „daß den quellbaren 
eiweißartigen bzw. dem Eiweiß nahestehenden organischen Substanzen 
durch Formaldehyd in irreversibler Weise Wasser entzogen wird; sie 
‘werden gehärtet, d. h. sie entquellen und werden quellungsunfähig. 
— Im anderen Falle wird auf die bekannte Beobachtung Schiffs 
verwiesen, wonach in einer (wahren!) Lösung von Aminosäuren durch 
Formaldehvd die Funktionen der Aminogruppen ausgeschaltet werden 
können: „Danach wird man wohl auch annehmen können, daß Form- 
aldehyd bei der Luesreaktion in dem Serumextraktgemisch mit- freien 
Aminogruppen in Reaktion tritt. Diese Aminogruppen werden unter 
Wasseraustritt mit Methylengruppen besetzt, wodurch diese Körper 
ihre Reaktionsfähigkeit, speziell auch ihre Quellbarkeit (?) einbüßen.‘“ — 
Auf Grund dieser Prämissen vermutet dann der Autor, daß die 
Präzipitationen und speziell auch die bei der Luesreaktion cerfolgende 
Flockung der Extraktlipoide auf Quellungsvorgängen beruhen, oder 
daß mindestens Quellungsvorgänge eine wesentliche Rolle spielen. 

Wir haben nun die von uns hervorgehobene Möglichkeit ciner 
einheitlichen Wirkungsweise des Formaldehyds auf Organkolloide iv 
experimentellen Untersuchungen studiert und wollen in der vorliegen- 
den Mitteilung zunächst über die Rolle des Formaldehyds bei der 
Aufhebung der Reaktionsfähigkeit luetischer Sera berichten. 

Es erschien uns für diese Aufhebung der Reaktionsfähigkeit 
luetischer Sera durch Formaldehyd zunächst am wahrscheinlichsten, 
daß bei der bekannten und schon betonten Reaktionsfähigkeit des 
ietzteren mit Aminosäuren zuerst einmal eine chemische Bindung 
erfolgt. 

Diese Bindung in wahren Lösungen ist von Soerensen zu der bekannten 
Methode der Formoltitration des Arninostickstoffs ausgearbeitet worden. 


Wir wissen durch die Untersuchungen von Abderhalden (5) und Costan- 
tino (6), daß das Blut stets Aminosäuren enthält. Der größere Anteil 
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derselben entfällt zwar auf die Formelemente, insbesondere die roten 
Blutkörperchen, denen die Rolle des Transports der Eiweißbausteine bei 
dem ‚„Aminosäurestoffwechsel‘“‘ (Abderhalden) zuzukommen scheint. Jeden- 
falls vermögen sie in vitro gelöste Aminosäuren adsorptiv und somit rever- 
sibel zu binden (7). Aber das Plasma bzw. Serum enthält doch auch stets, 
wenn auch in bedeutend geringerer Menge sämtliche bekannten Amino- 
säuren. Die Bedingungen für eine chemische Bindung des Formols an 
die gelöst vorhandenen Aminosäuren erscheint somit gegeben. Indes 
liegen die Verhältnisse wohl nicht so einfach. Die Versuche Moellers (8), 
die eine bedeutende Adsorption des Formaldehyds durch Tierkohle er- 
gaben, die Beobachtungen von W. v. Kaufmann, A. Levite (9), sowie von 
Jacoby (10) an Kohlehydraten, wie Stärke und Agar, nach denen z. B. 
der Formaldehyd eine — mit Jod sich nicht bläuende! — lockere Additions- 
verbindung mit der Stärke eingeht und zugleich Zustandsänderungen 
bewirkt, weisen auf eine besondere Reaktionsfähigkeit des Formaldehyds 
mit heterogenen Systemen hin. — Reimer (11) fand, daß Gelatinelösungen 
durch verdünnte Formaldehydlösungen ‚‚gegerbt‘‘ werden und gleichfalls 
Zustandsänderungen erfahren, die sich beispielsweise in einer veränderten 
Schmelz- und leichteren Gerbbarkeit bereits durch Gerbung ausgeflockter 
Gelatine äußern. Digerieren mit wenig Wasser oder Behandlung mit 
Ammoniak (Hexamethylentetraminreaktion) stellt den früheren Zustand 
wieder her, was gleichfalls im Sinne einer Kolloidreaktion spricht. 


Es ist aber keineswegs angängig, diese Beobachtungen an Gelatine- 
lösungen ohne weiteres auch auf das Serum zu übertragen. Dafür 
bestehen zwischen beiden viel zu weit gehende Unterschiede hinsicht- 
lich ihres kolloidchemischen Verhaltens, auf das jedoch an dieser 
Stelle nicht näher eingegangen werden soll. Demnach wird man unter 
der Voraussetzung einer Hetercgenität der Formaldehydwirkung mit 
Zustandsänderungen des Serums zu rechnen haben. 


Entsprechend den oben angedeuteten Gesichtspunkten über die 
Verfolgung der Zustandsänderungen des kolloiden Milieus bei den 
Serumflockungs- und -trübungsreaktionen untersuchten wir auch die 
Wirkung des Formaldehyds auf das Serum zunächst hinsichtlich 
seiner inneren Reibung. Dazu diente uns — unter Anwendung einer 
möglichst einfachen Methodik — vorwiegend das Kolloidoskop Grahams, 
das Viskosimeter (nach Ostwald) als genügend scharfes Meßinstrument. 
Die Versuche wurden in der üblichen Weise unter Anwendung eines 
Weasserbades bei Zimmertemperatur vorgenommen, und durch Relation 
zum Wasserwert des Viskosimeters bei gleicher Temperatur die rela- 
tive innere Reibung ermittelt. Für das Studium kolloider Zustands- 
änderungen als zeitliche Fhänomene mit bestimmten Geschwindig- 
keiten ist die ideale Methode stets eine kinetische (Wo. Ostwald). So 
haben wir, wie schon früher bei der Messung der Senkungsgeschwin- 
digkeit der roten Blutkörperchen, auch hier dieselbe angewendet (12). 
Je 4ccm Serum wurden mit 0,5 ccm 0,85proz. Na Cl bzw. 0,5ccm einer 


im Verhältnis 1:3 mit 0,85proz. NaCl verdünnten Formaldebydlösung 
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versetzt und die Viskosität in bestimmten Zeitabständen verfolgt. 
Da das Formalin des Handels (40 proz.) stets eine mehr oder minder 
große Menge durch Oxydation entstandener Ameisensäure enthält, so 
haben wir, um die Wirkung dieser Säure auszuschalten, stets mit einer 
20 proz. Natriumbicarbonatlösung gegen Lackmus neutralisiert. Wir 
sind uns des Einflusses, den auch dieser Salzzusatz auszuüben ver- 
mag, bewußt und kommen später noch darauf zurück. 

Es seien zwei Beispiele für die Formaldehydwirkung aus einer 
größeren Untersuchungsreihe, die dasselbe Resultat zeitigte, angeführt. 

I. Serum Gräbner, n = 1,38 (reines Serum). 

Auf Zusatz von 0,5 ccm Y, verdünnten neutralisierten Formaldehyds 
zu 4,0 ccm Serum: 

Sofort nach 5 Min. 10Min. 22 Min. 38 Min. 
7 = 1,68 1,74 1,82 2,12 2,25 

II. Serum Rübesam, n = 1,77 (reines Serum). 

Auf Zusatz von 0,5 cem Y, verdünnten neutralisierten Formaldehyds 
zu 4ccm Serum: 

Sofort nach 5 Min. 30 Min. 18 Std. 
n = 2,23 2,39 2,63 4,32 

Die Viskosität des Serums steigt also auf Formaldehydzusatz an. 
Den Einfluß der Konzentration demonstriert das folgende Beispiel. 

III. Serum Lubinski, y = 1,54 (reines Serum). 








Konzentration nach 








Serum Neutralisierter — - Eu Gë e 

| Formaldehyd | > 30 45 | 120 | 20Std. Std. 

Re ccm A z | S 01, | Ola Di, | 0, | B o ML 
1 |40+0,5 |Ringerlösung| 1,53 | 149 | 147 | 146 | 1,45 | 148 
2 | 4,0 +0,5 1%, |! 154 | 156 | 1,54 ' 1,54 1,57 16 
3 140-405 10 „, 1698 T 100: | Let. I 8 Sn 
4 | 4,0-+05 20 „, 1,81 | 1,96 | 200 204 | 222 | Zait 
5 | 4,0 +0,5 40 „, ‚19 | 2,16 217 ` 228 2,41 | 269 





Die Zahlenreihen von oben nach unten gelesen, lassen den 
wachsenden Einfluß der Konzentration des Formaldehyds auf die 
n-Werte erkennen. Es ist zu beachten, daß dem Formaldehyd selbst 
eine mit der Konzentration zunehmende innere Reibung zukommt, 
eine Tatsache, auf die noch zurückzukommen sein wird. Die ge- 
fundenen Viskositätswerte von Serum + Formaldehyd sind jedoch 
größer als die berechneten. Die in der Tabelle von links nach rechts 
gelesenen Zahlen zeigen den zeitlichen Verlauf der Zustandsänderung 
unter dem Einfluß der verschiedenen Formaldehydkonzentrationen. 
Für diesen ist namentlich der Anfangsteil der Kurve von Bedeutung, 
weil sich nach mehreren Stunden bereits der Einfluß des Alterns bei 
den Serumkolloiden bemerkbar macht. Wir haben gerade auch diese 
Seite von Zustandsänderungen im Serum verfolgt (13). Demnach 
kommt z. B. Eiweißbestimmungen auf viskosimetrischem Wege eine 
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nur geringe Bedeutung zu, insofern als Viskositätszunahmen alternder, 
d. h. einfach stehender Sera von 0,1 bis 0,2 des n-Wertes sehr bald 
erreicht sind, was einer Zunahme des Eiweißgehaltes um 1 bis 2°/, 
gleichkäme,. 

Der Versuch mit Serum ZLubinski ist, wie auch die folgenden, 
stets einer für viele, die alle das gleichsinnige, nur graduell nach 
Geschwindigkeit und Intensität verschiedene Verhalten zeigen. Unter 
meiner Anleitung hat dann cand. med. Fromme verdünnte Sera unter- 
sucht. Sie zeigen keinen Unterschied gegenüber dem unverdünnten 
Serum, d. h. sie zeigen in den — wie oben — beobachteten Zeit- 
abschnitten unter Formaldehydzusatz eine gleichfalls stetige Zunahme 
der Viskosität. 

Die Träger der Serumviskosität sind die Serumeiweißkörper. Die 
beobachteten Viskositätsänderungen lassen die durch Formaldehyd 
bewirkte Zustandsänderung derselben erkennen. Vergleichende Ver- 
suche mit Serum und Plasma ergeben einen verschiedenen Verlauf 
dieser Zustandsänderung. 

IV. Serum Albarello, n = 1,69 (reines Serum). 


Auf Zusatz von 0,5ccm 1⁄4 neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 ccm 
Serum: 


Nach 2 Min. 5 Min. 15 Min. 30 Min. 
n = 1,89 1,78 2,01 2,02 


V. Plasma Albarello, n = 1,80 (reines Plasma). 
Auf Zusatz von 0,5ccm 17 neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 ccm 


Plasma: 
Nach 2 Min. 5 Min. 15 Min. 30 Min. 
n = 2,13 2,26 2,44 3,50 


Zur Entscheidung der Frage, ob der Gehalt des Serums an ge- 
lösten Aminosäuren für seine Reaktionsfähigkeit mit Formaldehyd 
eine Rolle spielt, haben wir in gleichen Proben verschiedene abgestufte 
Mengen von Alanin zur Lösung gebracht und das Verhalten dieser 
mit Aminosäure künstlich angereicherten Seren gegenüber Formaldehyd 
in der vorgeschilderten Weise geprüft. Es ergeben sich nun aus 
diesen Versuchen keinerlei Anhaltspunkte für eine Wirkungsweise des 
Formaldehyds auf dem Umwege über die Aminosäure. 

Sind es also mit großer Wahrscheinlichkeit die Eiweißkörper des 
Serums ganz allgemein, die unter Formaldehydzusatz eine Zustands- 
änderung erfahren, so kann aus den vergleichenden Serum-Plasma- 
versuchen geschlossen werden, daß von den beiden Haupteiweiß- 
fraktionen des Serums, den Albuminen und Globulinen, die letzteren 
besonders stark der Einwirkung des Formaldehyds unterliegen. Diese 
Verhältnisse werden zurzeit noch eingehender untersucht. Sie ver- 
dienen aber schon hier hervorgehoben zu werden, weil wir annehmen, 

9% 
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daß diese besondere Reaktionsfähigkeit der Ausdruck der besonderen 
Zustandsform der Globuline gegenüber den Albuminen darstellen mag. 
Sind diese beiden Körper durch ihren verschiedenen Schwefelgehalt 
und das Vorkommen bzw. Fehlen von Glykokoll chemisch hinreichend 
charakterisiert, so kennzeichnet schon die gebrauchte Art ihrer Dar- 
stellung und Trennung hinreichend den verschiedenen physikalisch- 
chemischen Zustand. 

Aus den angestellten Versuchen über die Einwirkung verschiedener 
Konzentrationen des Formaldehyds auf reines und unverdünntes Serum 
und auf Plasma mit dem stets gleichen Erfolg einer Viskositäts- 
steigerung dürfen wir schließen, daß es sich auch bei der Aufhebung 
der Reaktionsfähigkeit luischer Sera durch Formaldehyd um eine 
Zustandsänderung der mit den Extraktlipoiden in charakteristischer 
Weise reagierenden Eiweißkörper handelt, wodurch sie der Einwirkung 
der Extraktverdünnung entzogen werden und die Ausflockung bzw. 
Trübung ausbleibt. Damit ist auch entschieden, daß der Formaldehyd 
für seine Wirkungsweise Angriffspunkte im Serum hat. 

Eine andere Frage ist es, ob er einen ebensolchen in den anzu- 
wendenden Extraktverdünnungen besitzt. Diese, aus den alkoholischen 
Organextrakten normaler Rinder- oder Pferdeherzen gewonnene und 
durch Cholesterinierung für ihre besonderen Zwecke der Trübungs- 
oder Flockungsreaktion eingestellt, ergeben nach ihrer Verdünnung 
mit 0,85proz. NaCl typische Suspensionen. Als solche besitzen sie die 
Viskosität des Wassers oder weichen doch nur wenig von derselben 
ab. Sie stellen also in dieser Form kein günstiges Objekt für die 
viskosimetrische Verfolgung einer Zustandsänderung dar. Formaldehyd- 
zusatz zu solchen Suspensionen hatte keinen Einfluß. Nun enthalten 
die mit Alkohol hergestellten käuflichen Organextrakte in erster Linie 
Phosphatide, welche durch die auch im vorliegenden Falle unzweifel- 
haft antagonistisch wirksamen Sterine, speziell durch das Cholesterin, 
eingestellt werden. Wir haben deshalb den Einfluß des Formaldehyds 
auf Lecithin- und Cholesterinemulsionen geprüft. Cholesterin puriss. 
(Heyden) mit einem ‚dem Eiweiß nahestehenden Schutzkolloid‘‘ wurde 
in einem Falle mit Aqua dest. im anderen mit 0,85 proz. NaCl in 5proz. 
Konzentration angesetzt und eine Stunde im Schüttelapparat ge- 
schüttelt. Ebenso stellten wir uns eine gleichkonzentrierte Lecithin- 
emulsion einmal mit Aqua dest., das andere Mal mit Kochsalzlösung dar. 


VI. a) Cholesterinsuspension 5%, mit Aqua dest., n = 2,28. 
Auf Zusatz von 0,5 ccm neutralisierten Formaldehyds zu 4 ccm Sus- 
pension. 
Nach 5 Min. A e 55 Min. 
n = 2,14 ; i 2,13 


b) wie a) mit 0,85proz. NaCl = 1,59. 
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Auf Zusatz von 0,5ccm neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 ccm 
Suspension: 
Nach 2 Min. 5 Min. 15 Min. 35 Min. 
n = 1,53 1,53 1,52 1,54 
VII. a) Lecithinemulsion, 5%, mit Aqua dest., n = 2,76. 


Auf Zusatz von 0,5ccm 14 neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 cem 
Emulsion: 


Nach 2 Min. 5 Min. 10 Min. 15 Min. 20 Min. 45 Min. 
n = 2,51 2,71 2,60 2,62 2,65 2,66 


b) Wie a) mit 0,85proz. NaCl, n = 1,76. 
Auf Zusatz von 0,5ccm 1 neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 ccm 
Emulsion: 
Nach 2 Min. 5 Min. 15 Min. 35 Min. 
1 = 1,87, 1,79 1,79 1,80 


VIII. Cholesterin-Lecithinemulsion zu gleichen Teilen, 7 = 1,59. 


Auf Zusatz von 0,5ccm 1% neutralisierten Formaldehyds zu 4,0 cem 
der Mischung: 


Nach 2 Min. 5 Min. 15 Min. 
n = 1,58 1,58 1,59 


Diese Beispiele zeigen deutlich, daß die Lipoide nicht (Cho- 
Suspension) bzw. in nur geringem Maße (Lecithin- und Le- + Cho- 
Emulsion) während der Versuchsdauer durch Formaldehyd in ihrem 
Zustand verändert werden. Da aber die Extraktlipoide für die 
Trübungs- und Flockungsreaktion durch die anzuwendende Verdünnung 
einen mehr suspensoiden Charakter annehmen, so darf man den Ein- 
fluß des Formaldehyds im vorliegenden Falle vernachlässigen. 

Es erhebt sich nun noch die Frage nach dem Richtungssinn der 
auf Formaldehydzusatz im Serum sich vollziehenden Zustandsänderung. 
Im allgemeinen entspricht ja dem Viskositätsanstieg eine Quellung 
hydrophiler Kolloide, doch ist dies eine Regel mit vielen Ausnahmen. 

Zunächst zeigt sich auf Formaldehydzusatz am urrverdünnten 
Serum, daß hier keine „Fixierung des optischen Verhaltens“ mehr 
eintritt. Es entsteht vielmehr eine Opaleszenz, die mit der Konzen- 
tration des zugesetzten Formaldehyds zunimmt. Es wird ferner die 
Hitzekoagulation der Serumeiweißkörper durch Formaldehydzusatz 
aufgehoben, und endlich erfährt die Diffusionszeit vorsichtig über- 
schichteten Methylenblaus in das Serum unter dem Einfluß von 
Formaldehyd eine Beschleunigung. 

Alle diese weiteren Reaktionen kennzeichnen die vor sich gehende 
Zustandsänderung, lassen jedoch auf den Richtungssinn noch keinen 
Schluß zu. Dagegen ist nach W.Ostwald (14) die unmittelbare Methode 
zum Studium veränderter Hydratation in Solen die Bestimmung 
osmotischer Steighöhen. j 
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Wir verfuhren dabei nach dem Beispiel von W. Ostwald so, daB wir 
feuchte und noch warme Tonzellen in die offizinelle Kollodiumlösung. 
die gleichfalls vorsichtig erwärmt war, eintauchten und dann, nach kurzem 
Troeknen, im Wasser koagulierten. Nach dem Abtropfen des Wassers 
wird innen und außen je eine zweite Schicht gegossen und nach 10 Minuten 
langem Trocknen wiederum koaguliert. Die so behandelten Zellen wurden 
mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen, der mit 0,3 crn weitem Steig- 
und Einstellrohr beschiekt war, verschlossen. Die Bohrungen wurden 
durch Benzol abgedichtet und der Stopfenanschluß durch Kollodium 
gesichert. In die derart vorbereiteten Zellen mit einem Fassungsvermögen 
von etwa 20 cem wurde durch das Steigrohr unter Vermeidung von Schaum, 
bildung Serum eingefüllt und durch vorsiehtiges Saugen am Einstellrohr 
die erwünschte Mittelstellung in ersteren erzielt. Nun wurden die Zellen 
in Bechergläser von 300 cem zur Vermeidung eines Jeden Zuges auf den 
Gummistopfen so eingestellt, daß sie eben den Boden der Gläser berührten. 
Die Kontrolle wurde mit physiologischer Kochsalzlösung angesetzt, die 
Versuche in der früheren Weise mit 13 neutralisierter Formaldehydlösung. 
Zunmertempcratur. 

Die Messungen erfolgten bei dieser Versuchsanordnung nicht 
quantitativ. Während die Kontrollen bei einer Beobachtungsdauer 
bis zu 12 Stunden ihre Einstellhöhe mit nur geringen Schwankungen 
beibehielten, setzte bei den eigentlichen Versuchen bald nach Beginn 
derselben stets ein Sinken ein, das bei den einzelnen Seren sich nur 
durch die größere oder geringere Geschwindigkeit unterschied. Parallel 
mit diesem Sinken der Einstellhöhe geht die Zunahme der Viskosität, 
die wir an dem Tonzellen entnommenen Serum prüften. Sie erreichte 
in einzelnen Fällen derart hohe Werte, daß sie nicht mehr meßbar 
waren. Gleichzeitig trat die schon geschilderte zunehmende Opaleszenz 
auf. In einigen weiteren Fällen war bereits nach 10 Minuten die 
Serumsäule in die Tonzelle abgesunken. Nach 12 Stunden war der 
Inhalt der Tonzellen völlig zu einer festen, gelblich weißen Geallerte 
gelatiniert. Es kann hier nicht näher auf die Theorie der Gelati- 
nierung (15) eingegangen werden Es sei jedoch hervorgehoben, daß 
die hier zugrunde liegende Zustandsänderung zufolge tropfiger Ent- 
mischung in einer Verringerung des Dispersitätsgrades unter Bei- 
behaltung der Homogenität der räumlichen Orientierung der Phasen 
besteht. 


Es ist nun von ganz besonderem Interesse, daß (Gate und Papucostas (16) 
eine Reaktion syphilitischer Sera angegeben haben, die, wenn sie zutreffend 
wäre, ein äußerst einfaches Verfahren des serologischen Luesnachweises 
darstellen würde. Sie beruht auf dem Zusatz von zwei Tropfen käuflichen 
Formalins zu l ecem TLuetikerserum. Nach Umschütteln und Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur soll es in Juespositiven Fällen nach 24 Stunden 
zur Gallertbildung kommen. Negative Sera bleiben flüssig. Die Autoren 
beurteilen diese Methode sehr optunistisch. Wir verzichten auf die Wieder- 
gabe ıhrer Zahlen, weil wir auf Grund unserer bisherigen Erfahrungen in 
dieser Richtung und der vorliegenden Untersuchungen vor allem den Ein- 
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druck der Unspezifität dieser Reaktion gewonnen haben. Wir konnten 
zeigen, daß die Viskositätssteigerung der Plasmen größer ist als diejenige 
der Seren desselben Individuums. Daß also ein höherer Eiweißgehalt 
des Sols von Bedeutung ist. In einem Falle von Endocarditis lenta 
init einem — durch Analyse bestimmten — Eiweißgehalt von 8,26% be- 
wirkte der in der üblichen Konzentration gemachte Zusatz von 1 neutra- 
lısiertein Formaldehyd fast unmittelbare Gelatinierung. Wurde nicht 
neutralisiertes Formaldehyd und solches, dem steigende, aber ganz geringe 
Mengen Ameisensäure zugesetzt waren, in der üblichen Verdünnung zu- 
gegeben, so war die Gelatinierungszeit mit zunehmender Säurekonzentration 
verlängert. Es deuten diese Versuche darauf hin, daß möglicherweise 
zunächst die quellende Wirkung der Ameisensäure (17) in Kraft tritt, dann 
aber durch die entquellende des Formaldehyds überwunden wird. 

Das Ergebnis einer besonderen Reaktionsfähigkeit der Globulin- 
fraktion der Serumeiweißkörper und die zuzugebende Tatsache einer 
besonderen Reaktionsfähigkeit luischer Sera gegenüber dem Form- 
aldehyd weisen in der Richtung der durch neuere Autoren gefundenen 
Veränderungen der Serumglobuline (18) bei der Lues. Wie alle Lues- 
reaktionen, so ist auch die Wassermann sche Reaktion als nur charakte- 
ristisch, nicht spezifisch angesehen worden. Wir finden diese Reaktionen 
positiv außer bei der Syphilis mit ihren verschiedenen Stadien auch 
bei Malaria, bei Scharlach und schwerer Tuberkulose. Es ist darum 
sicherlich kein Zufall, wenn gerade bei diesen Erkrankungen, bei 
denen sich die verwandte Serumbeschaffenheit durch einen positiven 
Ausfall serologischer Luesreaktionen dokumentiert, die gleichen günstigen 
Erfahrungen mit Formaldshydpräparaten — rein empirisch — gemacht 
wurden. Wir setzen dabei voraus, daß auch in vivo der Formaldehyd 
die Heterogenität seiner in vitro beobachteten Reaktion behauptet, 
und müssen in ihr, sowie in den daran sich anschließenden weiteren 
Vorgängen die wesentlichsten Ursachen der ‚‚innerdesinfektorischen‘“ 
Formaldehydwirkung sehen. 

In dem Sinne dieser Ausführungen sprechen Beobachtungen von 
Simon (19), der das Formaldehyd bei peroraler oder intravenöser Injektion 
auffallend schnell ‚aus dem Kaninchenblut verschwinden sah“. Sal- 
kowski (20) führte diese Untersuchungen weiter und konnte feststellen, 
daß das Formaldehyd nicht durch die Einwirkung des Blutalkalis zum 
Verschwinden gebracht wird. Er beobachtete vielmehr, daß auf Zusatz 
kleiner Formaldehydmengen zum Blute etwa 15°, derselben gebunden 
wurden, welche Mengen auf das Doppelte steigen, wenn das Formaldehyd 
längere Zeit einwirkt. Der Autor schloß daraus, daß es sich um eine all- 
mnählich zunehmende Bindung an das Eiweiß handeln müsse. 


Weitere eigene Untersuchungen werden folgen. 
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Über die Verwertbarkeit des Harnstoffs 
als Eiweißquelle für Wiederkäner, zugleich ein Beitrag zur Frage 
der exkretorischen Funktionen der Haut. 


Von 
Arthur Scheunert, Wilhelm Klein und Maria Steuber. 


(Tierphysiologisches Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 
(Eingegangen am 25. Juli 1922.) 


In einer ausführlichen Arbeit!) hat Wilhelm Völtz die Frage des 
Ersatzes des Nahrungseiweißes durch Harnstoff beim wachsenden 
Wiederkäuer behandelt und gelangte dabei zu dem Ergebnis, daß der 
Harnstoff hierzu geeignet sei. Er stützte diesen Schluß auf Versuche 
an drei Hammellämmern, die eine schr reichliche, extrem stickstoff- 
arme, aber an leicht verdaulichen Kohlehydraten (aufgeschlossenes 
Stroh, Stärke, Rohrzucker) reiche Grundration erhielten und denen 
als stickstoffhaltige Nährquelle 30 g oder eine Kleinigkeit mehr Harn- 
stoff verabreicht wurde. Außerdem erhielten die Tiere ein Salzgemisch, 
welches von Völtz nach physiologischen Erwägungen zusammengesetzt, 
den Mineralbedarf der Tiere reichlich deckte und außerdem die zur 
Eiweißsynthese notwendigen Mengen an S in Gestalt von Sulfat- 
schwefel und als Kaliumsulfid enthielt. Entscheidend für den obigen 
Schluß war ein Versuch an Hammel Nr. 1, der sich zunächst über 
155 Tage erstreckte und in sieben aufeinander folgende Perioden 
gliederte, in denen lange quantitative Bilanzversuche ausgeführt 
wurden. In diesen Perioden wurden ständig positive N-Bilanzen er- 
mittelt, die zwischen 1,58 bis 3,23g N-Ansatz pro Tag schwankten. 
Das Tier trat mit 29,25 kg Körpergewicht in den Versuch ein, erhöhte 
dieses Gewicht in der ersten 17tägigen Periode auf 30,23, in der folgen- 
den 26tägigen auf 31,51, in der dritten Periode in 25 Tagen auf 34,33 
und in den folgenden auf 34,8kg. In der 22tägigen fünften Periode 
ging das Gewicht auf 34,38 kg zurück, um in der sechsten Periode 
auf 35,93 kg und in der siebenten Periode auf 37,15 kg zu steigen. 


1) Diese Zeitschr. 102, 151, 1920. 
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Wenn auch die Gewichtszunahme nicht ganz stetig erfolgte, so wurde 
doch ein ansehnlicher Gewichtszuwachs erzielt. In einer anschließenden 
weiteren 87tägigen Periode mit gleicher Fütterung stieg das Gewicht 
weiter an. Es erfolgte dann in der Mitte dieser Periode die Schur. 
die ein ansehnliches Wollgewicht ergab, und schließlich schloß das Tier 
mit einem Gesamtgewicht von 41,2kg ab, so daß also während des 
Versuchs eine Zunahme von insgesamt 40°35 des ursprünglichen Körper- 
gewichtes erfolgt war. 

Selbst verständlich war die gereichte Grundration nicht ganz stick- 
stoff- bzw. eiweißfrei. Je nach der Menge des in den sieben Perioden 
zugeführten aufgeschlossenen Strohes schwankte die N-Menge im 
Grundfutter zwischen 2,1 bis 4,1g pro Tag. Mit Recht hat deshalb 
Völtz an der Hand ausführlichen Versuchsmaterials die Frage erörtert, 
ob nicht diese Mengen schon genügt haben könnten, den infolge abun- 
danter Kohlehydratfütterung minimalen Eiweißbedarf des Tieres zu 
decken und ihm noch N für Ansatz zu gewähren. Diese Frage auf- 
zuwerfen, ist schon deshalb geboten, weil wir über die unterste Grenze 
des Eiweißbedarfes bei den Pflanzenfressern leider so gut wie nichts 
wissen. Völtz hat die genannte Frage an einem Tiere Nr. 3 bei 
harnstofffreier Ration geprüft. Dieses Tier fraß aber nicht die volle 
Ration und nahm deshalb nur 2,32g N pro Tag in Strohstoff und 
Stärke zu sich. In dem 19tägigen Versuch erhielt es sich auf seinem 
Gewicht (31,8 bis 32 kg) und zeigte durchweg negative Bilanzen zwischen 
— 1,58 bis — 2,01. Die Harnstickstoffmenge war minimal (0,91 bis 
1,14g). Die Kotstickstoffmenge betrug, im Gesamtkot ermittelt, 
durchschnittlich 3,19g. Es wäre immerhin zu prüfen, ob bei längerer 
Versuchsdauer die Kotstickstoffmenge nicht noch zurückgegangen wäre, 
und wie sich bei Aufnahme der ganzen Ration das Defizit gestaltet 
hätte. Vor allem wird man aber wohl annehmen dürfen, daß bei so 
extremen Rationen individuelle Unterschiede eine große Rolle spielen. 
Es wäre also derselbe Versuch an Hammel Nr. 1 von großem Wert 
gewesen. 

Im übrigen muß man aber nach Lage der Sache zugeben, daß 
die hohen N-Retentionen von Hammel Nr. 1 unmöglich auf die geringen. 
neben dem Harnstoff dem Tiere zugeführten N-Mengen zurückgeführt 
werden können, dazu sind sie viel zu groß. Vorausgesetzt, daß die 
unzweifelhaften Gewichtszunahmen auf diese N-Retentionen zurück- 
zuführen sind, wird man also das von Völtz gefolgerte Ergebnis für diesen 
Versuch als gerechtfertigt anerkennen müssen. 

Weniger überzeugend erschienen uns aber die beiden weiteren 
Versuche, die Föltz beibringt ; denn bei ihnen sind zwar die Retentionen 
die gleichen, aber die Gewichtszunahmen fehlen. Der eine Versuch 
(Hammel Nr. 2) währte allerdings nur 17 Tage, in denen das Versuchs- 
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tier von 33,03 auf 30 kg im Gewicht zurückging. Der dritte Versuch 
(Hammel Nr. 4) umfaßte drei Perioden zu insgesamt 57 Tagen mit 
Retentionen von durchschnittlich 1,53, 1,77 und 0,4 g und eine Gewichts- 
bewegung von 40,4 ((Anfang) bis 41 kg (Ende der zweiten Periode). 
Dieses Tier erhielt allerdings in der letzten Periode nur Strohstoff 
als Kohlehydrat, immerhin hätte man nach Versuch 1 bei den hohen 
Retentionen der ersten Periode einen besseren Ansatz erwarten sollen. 

Alles in allem können wir diese beiden Versuche nicht als voll 
beweisend für die Völtzsche Ansicht ansehen; im Gegenteil erscheint 
es uns sonderbar, daß trotz der Retentionen keine Gewichtszunahme 
erfolgt ist, und wir empfinden es auch als eine Unklarheit im ersten 
Versuch, daß in einigen Perioden trotz der hohen Retentionen nur 
unbefriedigende Gewichtszunahmen erfolgt sind. 

Die große praktische Bedeutung der Völtzschen Schlüsse ver- 
anlaßte die Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft, eine umfassende 
Nachprüfung vorzuschlagen. Neben zahlreichen anderen Instituten 
haben auch wir uns hieran beteiligt, und zwar noch aus dem besonderen 
Grunde, weil schon früher von Zuntz ähnliche Versuche in Aussicht 
genommen worden waren. O. Lemmermann hatte nämlich in den 
Kriegsjahren Zuntz auf die Bedeutung, die der Harnstoff als Quelle 
für Bakterieneiweiß für die Ernährung gewinnen könne, hingewiesen, 
und Zuntz hatte Versuche über Verfütterung von Harn an Schafe 
und Schweine begonnen. Die Tiere hatten denselben lange Zeit ohne 
Störung vertragen, und Zuntz war auf Grund der Versuche zu der An- 
sicht gekommen, daß der Ersatz von 5 bis 6 g N durch Harn anstandslos 
durchgeführt werden könne. Da Zuntz nach Bekanntwerden der Völtz- 
schen Ergebnisse an diesen naturgemäß einen besonders regen Anteil 
nahm und dem ersten von uns gegenüber den Wunsch geäußert hatte, 
nach Übergang seines Amtes an diesen mit ihm die Völtzschen Befunde 
an Milchtieren nachzuprüfen, glaubte dieser der Anregung zur Teil- 
nahme an den Versuchen auch nach dem Tode von Zuntz entsprechen 
zu sollen. Auf Milchtiere mußte allerdings aus äußeren Gründen 
nach kostspieligen Mißerfolgen, die in der Schwierigkeit der Haltung 
in der Großstadt Berlin bedingt waren, verzichtet werden. 

Von anderen Versuchsanstellern sind bisher Ergebnisse von Morgen 
und Mitarbeitern!) veröffentlicht worden. Diese arbeiteten mit Hammeln 
und Milchziegen. Bei einem ausgewachsenen siebenjährigen Hammel gelang 
es, bei einer keine extreme Verhältnisse aufweisenden Ration, in der Blut- 
mehl der Haupteiweißträger war, bei Ersatz des Blutmehls durch Harn- 


stoff mit geringeren Mengen wie 30 g Harnstoff nicht N-Gleichgewicht zu 
erzielen. Das Tier nahm während dos Versuchs 8 kg ab; kam dabei sehr 


1) A. Morgen, G. Schöler, K. Windheuser u. Elsa Ohlmer, Die land- 
wirtschaftlichen Versuchsstationen 99, 1, 1921 u. 99, 359, 1922. 
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herunter. Bei einem zweiten jungen, noch nicht ausgewachsenen Tiere gelang 
es, in einigen kürzeren (drei Wochen) Perioden eher N-Gleichgewicht zu 
erzielen. Es blieb dabei in guter Verfassung und verlor nur unbedeutend 
(1,5kg) an Gewicht. Verfasser bemerken, daß die Ergebnisse nicht so 
günstig ausgefallen sind, wie bei Völtz, und daß offenbar Individualität 
und auch Alter der Versuchstiere eine Rolle spielen. Bei den Milchtieren 
kommen Verfasser zu dem Schluß, daß in einer normale Mengen von Rein- 
eiweiß enthaltenden Ration ein Ersatz des Reineiweißes bis zu etwa 30 bis 
40%, ohne erhebliche Schädigung der Milchproduktion möglich ist. Alles 
in allem wird man hieraus eine völlige Bestätigung der Völtzschen Ergebnisse 
nicht entnehmen können. Auffällig ist, daß Retentionen bei den Hammeln 
nicht erfolgt sind, doch ist dabei zu bedenken, daß die Rationen (100 g Heu, 
600 g Haferstroh, 100g Zucker dazu Blutmehl als Leimkraftfutter bzw. 
Harnstoff) eine normale Zusammensetzung besaßen und keineswegs die 
großen Mengen von verdaulichem Kohlehydrat zuführten, wie es Holtz 
verlangt. 

Weiter sind dann von verschiedenen Seiten (Völtz, Hansen, Honcamp, 
Richardsen) umfangreiche Fütterungsversuche an Milchkühen ausgeführt 
worden, die durchweg im Sinne eines Eintretens des Harnstoffes als Eiweiß- 
quelle gedeutet werden können. Veröffentlicht sind hiervon bisher nur die 
Versuche von Hansen!). Da es sich hier um Versuche mit anderer Methodik 
handelt, enthalten wir uns hier jeglicher Stellungnahme und registrieren 
sie nur als für die Harnstoffverwertung sprechende Befunde. Über die 
neuen Versuche von Völtz vgl. auch die Ausführungen am Schlusse dieser 
Arbeit. 


Eigene Untersuchungen. 


Als erste Erfahrungen mit Harnstoffütterung stehen uns einige 

Befunde des Herrn Tierarzt Dr. Widmer?) zur Verfügung, die dieser 
_ in unserem Institut gelegentlich der Prüfung anderer Fragen ausführte. 
Sie ergaben bei ausgewachsenen Hammeln stark positive Bilanzen, 
ohne daß aber Gewichtszunahme und Habitus diesen voll entsprach. 
Wir schlossen hieran neue lang dauernde Versuche mit ausgewachsenen 
Hammeln an. Der Gedankengang dabei war folgender: 

Es ist bekannt, daß bei kohlehydratreicher Ernährung und gleich- 
zeitig hoher Eiweißabgabe auch erwachsene Tiere Stickstoff anzusetzen 
vermögen, und daß es gerade bei Pflanzenfressern außerordentlich 
lange dauern kann, bis in solchen Fällen N-Gleichgewicht erreicht ist. 
Hierauf beruht die Fütterung zu Fleischmastzwecken. Wenn nun 
Harnstoff zur Bakterieneiweißbildung verwendet wird, so muß bei 
praktisch stickstofffreier, extrem kohlehydratreicher Ration und Harn- 
stoffzufuhr eben dieser Zustand dauernder Retentionen erreicht werden. 
Es muß aber schließlich einmal doch N-Gleichgewicht erzielt werden, 
oder die Bilanzen müssen sich allmählich dem Gleichgewicht nähern. 
Weiter erschien es uns von Wichtigkeit, im Anschluß an einen solchen 


1) Landw. Jahrbücher 57, 141, 1922. 
2) Inaug.-Dissert. Tierärztl. Hochschule Berlin 1921. 
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Versuch den Harnstoff plötzlich aus der Ration wegzulassen und nun- 
mehr das Verhalten der N-Ausscheidung in Harn und Kot, sowie der 
Bilanz zu verfolgen und dabei auch festzustellen, wie sich diese bei 
dieser praktisch stickstofffreien Ernährung gestaltet. Ganz besonders 
schien es uns wünschenswert, das Verhalten bei solchen extrem eiweiß- 
armen, kohlehydratreichen Rationen zu studieren, da man hiermit 
entsprechend Rubners grundlegenden Arbeiten einen Einblick in die 
noch ganz dunkle Frage der Abnutzungsquote der Wiederkäuer ge- 
winnen könnte, wenn man auch diese selbst zu erhalten nicht erwarten 
durfte. Zum Studium dieser Fragen wurden Bilanz- und Stoffwechsel- 
versuche, die mit Respirationsversuchen kombiniert wurden, angestellt. 


Es war beabsichtigt, zunächst drei Tiere in den Versuch zu nehmen, 
die gleichmäßig 30 g Harnstoff erhalten sollten. Die Fütterung begann 
am 2. November 1920. Die Ration bestand aus 500 g aufgeschlossenem 
trockenen Stroh von hoher Verdaulichkeit, das uns von den Lingnerwerken 
in dankenswerter Weise zur Verfügung gestellt worden war. Weiter erhielten 
die Tiere damit gemischt je 200 g Kartoffelflocken, 30 g Harnstoff und 
Salzgemisch. Am 10. November 1920 wurde statt der Flocken Kartoffel- 
walzmehl gereicht, worauf zwei der Versuchstiere Aufblähen des Pansens 
zeigten. Das eine Nr. 48 erholte sich bald, während das andere (Nr. 49) 
schwer erkrankte, Krampf- und Erstickungsanfälle zeigte und durch Pansen- 
stich von den Gasen befreit werden mußte. Bei beiden Tieren bestand 
starke Diurese und wohl auch eine Störung des nervösen Harnentlecrungs- 
mechanismus, es tröpfelte bei ihnen ununterbrochen ein hellgelber, klarer 
und reutraler Harn ab. Die neutrale Reaktion ist, wie wir später zeigen 
werden, besonders interessant. Bis zum 15. November mußte das erkrankte 
Tier von der weiteren Harnstoffütterung ausgeschlossen werden. Dann 
erhielt es zunächst 10, später ab 1. Dezember 20 g Harnstoff und verhielt 
sich nun normal. Zum Bilanzversuch wurde es erst später herangezogen. 
Das dritte Tier Nr. 50 war überhaupt nicht erkrankt. 


Wir möchten darauf hinweisen, daß die plötzliche Zufuhr größerer 
Harnstoffmengen in gelöster Form durch Schlundsonde zu schweren Folgen 
durch rasche Zeısetzung des Harnstoffes unter Entbindung von NH, führt. 
Wir verloren auf diese Weise ein Tier innerhalb 10 Minuten. 


Vom Salzgemisch wurden täglich 18g pro Kopf zugeführt; es war 
zusammengesetzt aus: 22,43 g CaCO,, 32,05 g Na,HPO,, 16,02 g K,CO, 
Pottasche, 16,02 g NaCl, 6,41 g MgSO,, 3,20 g MgO, 0,64 g FeCl,. Zur 
Zugabe von K,S (wie es Völtz tat) konnten wir uns nicht entschließen, da 
wir das Risiko von Verdauungsstörungen nicht tragen wollten. 

In den Vor- und Zwischenperioden befanden sich die Tiere in je einem 
Einzelstall, so daß sie sich frei bewegen und legen konnten. Sie erhielten 
aber nur ihr zu Beginn des Versuches in üblicher Weise für die ganze Dauer 
in Tüten eingewogenes Versuchsfutter, dessen quantitative Aufnahme 
gesichert wurde. Während der Versuche waren sie in mit Blech aus- 
geschlagenen Zwangställen untergebracht. Sie standen auf Drahtgittern, 
durch welche Kot und Harn abflossen und durch die üblichen Einrichtungen 
getrennt und gesammelt wurden. Täglich wurde der ganze Kasten mit 
destilliertem Wasser ausgespült und die Spülwässer zur N-Bestiinmung 
vereinigt. Harn und Kot wurden gesammelt und gelangten frisch zur 
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N-Bestimmung nach Kjeldahl. Der Kot wurde im Vakuumtrockenapparat 
und Vorlage von n/l0OH,SO, getrocknet, lufttrocken gemacht und ge- 
mahlen. Als Grundlage zur Berechnung der Analysen, die nach den üblichen 
Methoden erfolgte, diente stets die absolute Trockensubstanzmenge der 
Probe. 

Es handelt sich also, wie wir betonen, in dieser Serie von Versuchen 
um Kastenversuche, die für N-Bilanzen nicht so exakt sind wie Versuche 
mit Harn- und Kotbeutel; über solche werden wir weiter unten berichten. 


Allgemeine Versuchsübersicht. 


Hammel 50, zweijährig. Anfangsgewicht 46,3 kg. 
Vorperiode im Stall 2. bis 15. November früh, also 13 Tage. 
Vorperiode im Kasten 15. bis 18. November früh, also 3 Tage. 
l. Bilanzperiode: 18. bis 26. November früh, also 8 Tage. 
Zwischenperiode im Stall: 26. November bis 11. Dezember früh, 
also 15 Tage. 
2. Bilanzperiode: 11. bis 18. Dezember früh, also 7 Tage. 
Zwischenperiode im Stall: 18. Dezember bis 5. Januar früh, also 
18 Tage. 
. Bilanzperiode: 5. bis 10. Januar früh, also 5 Tage. 
4. Bilanzperiode ohne Harnstoff: 10. bis 18. Januar früh, also 8 Tage. 
Schluß: 18. Januar. Endgewicht 44,8 kg. Zusammen also 69 Tage 
mit Harnstoff, 8 Tage ohne. 


EA 


Hammel 48, zweijährig. 


Der Versuch begann gleichzeitig (Anfangsgewicht 58,3 kg) und verlief 
glatt bis zum 19. Dezeinber 1920, mußte aber dann infolge Versagens des 
Tieres bei der Futteraufnahrme abgebrochen werden (Endgewicht 53,8 kg). 
Gesermtdauer 46 Tage mit zwei Bilanzperioden von 8 und 7 Tagen Dauer. 


Hammel 49, zweijährige. 


Vorperiode vom 15. November 1920 mit der üblichen Ration + 10g 
Harnstoff; ab 1. Dezember 1920 (Gewicht 46 kg) werden 20 g Harnstoff 
gereicht. Gesamtdauer der Vorfütterung also 52 Tage. 

Bilanzperiode mit Harnstoff: 6. bis 11. Jan. 1921, also 5 Tage; ohne 
Harnstoff: 11. bis 15. Januar 1921, also 4 Tage. 

Schluß wegen Versagens des Futters am 16. Januar 1921 (Endgewicht 
44,3 kg). 

Gesamtdauer: 57 Tage mit Harnstoff und im Anschluß 4 Tage harn- 
stufffrei. ’ 

Wir verzichten, um das Zahlenmatcrial nicht zu sehr anschwellen 
zu lassen, auf die ausführliche Angabe der Kotanalysen und geben im 
folgenden eine Zusammenstellung der Zusammensetzung der durch- 
schnittlichen täglichen Kotausscheidung und der Verdauungskoeffi- 
zienten der einzelnen analytisch ermittelten Bestandteile und bemerken, 
daß die N-Zahlen durch Analysen der Frischkote ermittelt wurden. 
Das Rohprotein ist durch Multiplikation dieser Zahlen mit 6,25 er- 
rechnet worden. Wir zogen es vor, diesen üblichen Faktor beizubehalten, 
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Analyse der Futtermittel. 
Rohfett wurde als unwesentlich für die Fragestellung nicht ermittelt. 
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Tägliche Einnahme: | 20101 |660,38 40,58 | 23.62 | 332,64 290,17 | 17,78 


obwohl er weder für die Eiweiße der natürlichen Futtermittel noch 
für das Koteiweiß zutreffend sein wird!). Den Harnstoff-N rechneten 
wir nicht auf Rohprotein um, da hierdurch infolge der notwendigen 
Berücksichtigung des stickstofffreien Anteils, der dann logischer- 
weise von der Menge der stickstofffreien Fxtraktivstoffe in Abzug 
gebracht werden müßte, Unsicherheit in die Rechnung hineinkommt. 
Außerdem wissen wir von der Zusammensetzung des hypothetischen 
Bakterieneiweißes und über seine tatsächlich entstehende Menge gar 
nichts, wie scharf betont werden muß. Maßgebend kann hier nur die 
N-Zahl selbst sein. 

Der Vergleich der Ausnutzung der Versuchsration in den einzelnen 
Perioden zeigt, daß dieselbe durchweg gut gewesen ist, wie es im Hin- 
blick auf die gereichten hochverdaulichen Stoffe auch nicht anders zu 
erwarten ist. In der dritten Periode ist eine geringe Verschlechterung 
zu konstatieren, die im zweiten, harnstofffreien Teil dieser Periode 
noch etwas beträchtlicher wird. Diese Verschlechterung bezieht sich 
in erster Linie auf die Rohfaser und weiter auf die stickstofffreien 


1) A. C. Andersen, diese Zeitschr. 130, 143, 1922. 
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Tabelle II. 
Hammel 50. 


Ausnutzung der Versuchsmalllzeit durchschnittlich pro Tag berechnet. 
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Tägliche Einnahme .. g "ul 406 660,4 236, 332.6 290,2 | 1. 38 


l. Poroak 


FON Kot.. g sen 28 1593 326 Bun 








| 45,7 5.21 
SS SR I Verdautg 5149| 13.8 501.1 —9 251,6 EA 12.57 
rn Prozent 13,4! 340 : 75, — 76! 843: 707 
mit Harnstoff i | i | 
2. Periode ` ` | | | | | 
vom Kot..g 1764' 251 |1513 | 306. 805 | 402 490 
11. XIL bis ` Verdautg 524,6. 155 5091| —7 | 52,1 250.0 | 12.83 
18. XII. 21 Prozent 74,9; 881: 771: — 8: 861 721 
mit Harnstoff. | | | | | 
3. Periode | | | | | 
vom Kot.. 207.3 27,4 | 179.9 | ns 94,7 | 43.9. 661 
6. I. bis Verdautg 493.7 13.2 480,5 —17,7.237,9 246.3 | 1115 
10. 1. 22 : Prozent 70,4 825 727 


| — | 715 | 849 | 628 
mit Harnstoff | | | Ä | | 


Tägliche Einnahme e 6710 406 630,4 23,6 3326 ‚2742 | 3,78 





4. Pe iode | | | | | 
Te Kot. .g 202 228 1973 257 1126 590 41] 
2 i SC Verdautg 450.8 178 ,4331 — 21 220.0 2152 —0.33 
Sé Prozent ` 67,1 488 | 687| —: 61| 785 > 
ohne Harnstoff | J | ) | 


Extraktivstoffe, deren Verdaulichkeit in der harnstofffreien Periode 
vermindert ist. Hierin ist das Einsetzen der Verdauungsdepression zu 
erblicken, die bei stickstoffarmer Nahrung und damit zu weitem Nähr- 
stoffverhältnis eine altbekannte Erscheinung bei den Wiederkäuern 
ist und die sich gerade bei der Rohfaserverdauung bemerkbar macht. 
Was die Asche anlangt, so sehen wir, daß stets ein erheblicher Teil 
der Mineralbestandteile des Futters zur Aufsaugung gelangt ist. Wir 
haben es nach diesen Zahlen sowohl im Harn als auch im Kot mit einem 
recht mineralsalzreichen Material zu tun, was, wie wir bei der Be- 
sprechung der Respirationsversuche und Energiebilanzen später sehen 
werden, gewisse Schwierigkeiten bedingt. Der Rohproteingehalt des 
Kotes ist durchweg größer als der der gereichten natürlichen Fultermittel 
auch in der letzten harnstofffreien Periode. Für diese muß, da ım Harn 
auch N ausgeschieden wird, eine negative N-Bilanz erwartet werden. 
Berücksichtigt man aber den eingenommenen Harnstoff-N, so ergibt 
sich in den drei Harnstoffperioden eine hohe Verdaulichkeit, ein Zeichen, 
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daß auch vom Harnstoff-N viel resorbiert worden ist. Zweifellos haben, 
und das ıst das Wesentliche, was die Betrachtung lehrt, bezüglich Ver- 
dauung und Resorption bei diesem Versuchstiere wührend der langen 
Dauer des Versuches normale und während der Harnstoffzufuhr auch 
ziemlich gleichmäßige Verhältnisse geherrscht. 

Wie gehen nun zur Besprechung der N-Bilanzen über, die in 
Tabelle III zusammengestellt sind. 

Zunächst verweisen wir auf die in den Perioden abgesetzten Kot- 
mengen und deren Gehalt an Trockensubstanz. In den beiden ersten 
Perioden sind die Tageskotmengen ziemlich gleich, in der dritten steigen 
sie erheblich an. Es wurde ein sehr wasserhaltiger Kot ausgeschieden. 
Die Vorgänge und die Resorption im Verdauungstraktus mögen hier 
gegenüber den ersten Perioden etwas abweichend verlaufen sein. Es 
bestand ja auch eine etwas verminderte Ausnutzung der Rohfaser 
(Tabelle II) und eine Zunahme des Kot-N (Tabelle III) gegenüber 
den ersten Perioden. Da in der vierten harnstofffreien Periode die 
Kotmenge wieder zurückging, kann man vermuten, daß die Harnstoff- 
fütterung bei dem Versuchstiere die Ursache dieser vermehrten Aus- 
gabe wasserreichen Kotes gewesen ist. Irgend eine Störung lag nicht 
vor. Der Kot war immer gut geballt. 

Auch auf die Harnmengen sei hingewiesen; sie sind in der Harn- 
stoffperiode beträchtlicher als in der vierten harnstofffreien Periode — 
cin Ausdruck der gesteigerten Diurese. 

Die Stickstoffbilanzen sind in der Harnstoffperiode durchweg 
positiv, und die nicht wieder ausgeschiedenen Mengen bewegen sich 
in denselben Grenzen, wie sie Völtz bei seinen Tieren gefunden hat, 
nur in den drei ersten Tagen der ersten Periode sind sie sehr hoch. 

Trotz der 69tägigen Harnstoffütterung finden wir am Ende der 
dritten Periode die täglichen Retentionen in gleicher Höhe fortbestehen. 
Es ist also trotz dieser langen Zeit noch keine Annäherung an N-Gleich- 
gewicht erfolgt. 

Ein eigentliches Gleichgewicht ist beim Schaf wegen des Woll- 
wachstums nicht zu erwarten. Völtz hat früher bestimmt, daß Merino- 
schafe pro Tag etwa 0,8g N als Aufwand für die Bildung ihrer Epi- 
dermoidalprodukte verwenden. Selbst wenn wir diese Menge abzichen, 
bleibt noch eine beträchtliche Menge zum Fleischansatz disponibel, 
die in der ersten Periode also etwa 2,2 g, in der zweiten 0,9 g, in der 
dritten 1,3g durchschnittlich betragen hätte. Es hätte also, wenn 
wir mit Völtz (l. e, S. 207) den Fleischansatz durch die Multiplikation 
N >: 30 ermitteln, täglich in der ersten Periode 66 g, in der zweiten 
Periode 27 g und in der dritten Periode 39 œ Fleisch zum Ansatz kommen 
müssen. Hierzu würde sich noch die Zunahme an Epidermoidal- 
produkten addieren. Es ıst interessant, hier die Tiergewichte in 

Biochemische Zeitschrift Band 133. 10 
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Tabelle III. 
N-Bilanz. Hammel 50. 
Ba en | O 
| v A | éi | v , $ E i N 5 i 
ås a a gaijin d gi g i 
Ta BEE SiE SES E Ze z 5 | 
52 S z ESR EIo z Zë zZ di 
e E 
1. Periode, 30g Harnstoff, Vorfütterung 16 Tage. 
19.XI.21| 500 , 58,4 5,00| 2,25 | 656 | 8,50113,5 |+4,2 }422 Kot Ham 
an XT Ian ee 508| 1,95 '48o | 8.11 13,19|+4,59 |42,2|| Gesamt-N = 41,69 76.37g 
21.XI 1405 53 |407| 1.05 | 391 | 8.92 112,99 144,79 |425 Täglich N = 521 9.55g, 
22.XI. |509 |66,5 5,88 0,67 | 382 | 9,49 15,37 +2,41 |425 
23. XI 390 |62 347 Län 397 |1163 15,10 +2,68 |41,5 : Tägl. Einnahme = 17.785 
24. XI. |591 |75 |593! 1,50 | 299 | 9,39 115,32 |+248 1415| „ Ausgabe = me 
25.XI. ||590 |62 |6,12| 0,97 | 376 9,82 115,94 +1,84 |418. Bilanz = + 3 Pg 
26.XT. || 337 |57,5|6.44 1.25 | 441 110,51 16,65 +1,18 |415 
Ä 2 Periode, 30 g Harnstoff. 
12. XII. | 329 |54,2 3,28: 0,4 ' 563 12,80 116,08 +1,70 '41,0' Kot ` Han 
13.XIT. | 551 [66,3 6,04 Lë 204 10,91 16,95 +0,83 '41,4| Gesamt-N = 34.2 77.%x 
14. XIT. | 327 58,6 | 3,92 | Lë | 455 10,60 14,52 +3,26 41,6) Täglich N = 4,90 11.l4g 
15. XII. 483 | 62,8 5,20, 13 a 9,88 1508 +2,70 '422 EE Eege 
16. XTI. | 520 64,6 501 13 812 |11,29 116,30 +1,48 !42,2' Be I 
17. XTI | 533 63,4. 4,96, 1,7 | 650 111,41,16,37 +1,41 143,5 | » Ausgabe = IHN. 
18. XIT. 469 |547 579 09 803 10,07 16,86 +0,92 42,4 Bilanz = + 1.74g 
3. Periode, 30g Harnstoff. 
6.1.22 : 727 731613 — |444 895 15,08 +27 431 Kot Ham 
7.1. ME 78,3 8,06 | wenig 370 , 7,15 15,21 42,75 41,7! Gesamt-N = 33,06 45.232 
esotien PERT BER SC 
8.1. 4701553 4,78 Lë |691 10,45 15.23 +2,55 |41,7 | Tëglich N = 661 905: 
9.1. 876-741 6,23; 20 583. 9,79 16.02 +1,76 42,51. Tägl. Einnahme = 17.8: 
10. T. 1058 84,7. 7.86 20 392 889 16, 75 +1,03 423] „ Ausgabe = län 
Bilanz = + 2.12g 
4. Periode, ohne Harnstoff. 
ILL 900 | 73,9 SC 1,1 300 | 3,43! 8,39 |—4,61*) 42,2 RE, Him 
12.1. :530165.9:448| 10 232| 193! 6411-263 425. 3287 LE 
13.1. 470 590 3.96 0,66 | 254 | 1.09| 4,05 |—0,27 43,0 Taclich N ie 
14.T. 439 55.0 3,76. LA :226 | Lu 4.91 — LI 43.2: i 
15. 1. 507 528 413! 13 177| L00 513—135 |442 Tägl. Einnahme = 3.75g 
16.1. 509 52.0 408 1,36 185 1,12| 5,20 —142 4,6 _ Ausgabe = 55% 
17.1. 788 64,5 4,06 1,30 1.00 506 —128 448 ” Bilenz  _ F 
18. 1. 730 67,634 14 | ER? 0,95 | 4.39 —0851 448. m 





°) Am letzten Harnstofftage kleine Futterreste im og zurückgelassen, darin Harnstoff, der noch am erstva 


harnstofffreien Tage gegeben wurde. 


Tabelle TII zu vergleichen. 
der Harnstoffütterung nicht erfolgt, 


Danach ist eine Gewichtszunahme während 
cs schwankt in normalen Grenzen, 


anfänglich ist sogar eine Verminderung eingetreten, die wir auf die 
Diurese zurückführen. 
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Von größtem Interesse ist nun das Verhalten der N-Ausscheidung 
durch Harn und Kot in der vierten Periode, die sich unmittelbar an 
die dritte anschloß. In ihr kam, nachdem am 1. Oktober früh Harn und 
Kot gesammelt worden waren, in der Ration der Harnstoff in Wegfall. 
Wir sehen nun in den beiden ersten Tagen cinen starken Sturz des 
Harnstickstoffes, der bereits am dritten Tage fast nahezu beendet 
ist. Ebenso sehen wir die N-Ausscheidung durch den Kot sich in den 
beiden ersten Tagen um etwa l g pro Tag vermindern. Danach sind 
schon wieder recht gleichmäßige Verhältnisse hergestellt. N-Gleich- 
gewicht besteht allerdings nicht, die Bilanz ist dauernd negativ. Wir 
versuchten, diese harnstofffreie Fütterung noch weiter durchzuführen, 
da wir es für möglich hielten, daß sich die Kotstickstoffmenge noch 
vermindern und dann dennoch N-Gleichgewicht annähernd erreicht 
werden könne, doch versagte das Tier die weitere Futteraufnahme. 
Aus gleichem Grunde mißlang ein nochmaliger solcher Versuch. Wir 
wurden hier erstmalig darauf hingewiesen, daß die Zugaben von Harn- 
stoff doch bewirkt, daß die Tiere wenig schmackhafte Rationen längere 
Zeit aufnehmen und auch gut verdauen, während sie nach Weglassen 
des Harnstoffes sehr bald versagen und dann auch eine schlechte Aus- 
nutzung eintritt (vgl. Tabelle II). 

Für die Frage, ob im vorliegenden Versuch der retinierte N tat- 
sächlich in Form von Eiweiß zur Ablagerung gekommen ist, scheint 
uns der plötzliche Sturz der N-Ausscheidung nach der Harnstoff- 
entziehung von Wichtigkeit zu sein. Stellt man sich auf den Stand- 
punkt von Föltz, so hat dem Tiere während der Harnstoffütterung 
täglich eine sehr erhebliche Menge von Bakterieneiweiß zur Verfügung 
gestanden, es ist also eiweißreich ernährt gewesen und hat, entsprechend 
den hohen Retentionen, seinen Körper auf einen hohen Stand des 
Eiweißgehaltes gebracht. Geht man in solchem Zustande plötzlich 
auf eine eiweißarme Ration, wie es hier geschah, zurück, so folgt eine 
längere Periode von Eiweißverlust, bis sich die Körper wieder mit der 
geringeren Eiweißmenge ins Gleichgewicht gesetzt hat. Obwohl letzteres 
hier nicht erreicht worden ist, hätte doch eine so rapide Anpassung 
der N-Ausscheidung, wie es hier in wenigen Tagen geschah, nach unserer 
Ansicht nicht stattfinden können. Fs hätte eine längere Periode größeren 
täglichen Defizits erwartet werden müssen, zumal die kohlehvdrat- 
reiche Ration bestehen blieb, die an und für sich den Eiweißverbrauch 
auf ein Minimum herabsetzt. Uns scheint deshalb dieses Verhalten 
der N-Ausscheidung darauf hinzudeuten, daß der Harnstoff als solcher 
den Körper passierte und dieser, von ihm überschwemmt, so vollständig 
und rasch wie möglich ihn wieder ausschied. Die starke Diurese, die 
mit dem Weglassen des Harnstoffes sofort zurückging (vgl. Tabelle II) 
und die trockenere Beschaffenheit des Kotes, die in der vierten Periode 


10 * 
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damit gleichzeitig eintrat, sprechen für eine solche Erklärung. Ebenso 
sprechen dafür die Wasseraufnahme und das Tiergewicht. 

Das Gewicht des Hammels sank von 46,3kg am 2. November auf 
42,2kg dem Tage des Beginns der ersten Periode — Wasserentzug 
durch gesteigerte Diurese infolge der Harnstoffütterung —, ging ın 
der ersten Periode um ein weiteres Kilogramm auf 41,2 zurück. In 
der zweiten Periode schwankte es zwischen 41 und 43 kg und betrug 
am Ende der dritten Periode 42,3. Es war also während der dritten 
Periode ziemlich konstant geblieben. Mit dem Aussetzen der Harn- 
stoffgabe stieg es von 42,3 auf 44,8kg, also deutlich an, was wir auf 
erneute Anreicherung von Wasser zurückzuführen geneigt sind. Trotz- 
dem blieb das Tier 1,5 kg unter seinem Anfangsgewicht. 

Alles in allem vermögen wir aus diesem Versuche nicht zu schließen, 
daß hier wirklich entsprechend den Retentionen ein kiweißansalz erfolgt 
ist. Wir möchten eher glauben, daß sich das Tirr entsprechend der vierten 
Periode dauernd in einem N-Defizit befunden hat und dieses nur durch 
die Überschwemmiung mit Harnstoff verwischt worden ist. Die N-Reten- 
tionen sind dann allerdings zunächst unerklärlich. Sie müssen auf 
einer Täuschung beruhen, der fehlende N also durch eine Pforte den 
Tierkörper verlassen haben, die wir mit den bisher angewandten Me- 
thoden analytisch nicht kontrollieren konnten. 

Ehe wir uns der Diskussion dieser Fragen zuwenden, soll zunächst 
über die Kontrollversuche mit den anderen Hammeln 48 und 49 kurz 
referiert werden. 

Hammel 48 und 49 erhielten dieselbe Ration wie Hammel 50, aber 
nur 20 g Harnstoff. 

Von Hammel 48 ist in den beiden ersten Perioden die Versuchsmahlzeit 
gut verdaut worden. In der ersten Periode sogar erheblich besser als in der 
zweiten und besser als von Hammel 50. Wenn wir die in der folgenden 
Bilanztabelle gegebenen Frischkotzahlen betrachten, erkennen wir, daß das 
Tier vom dritten bis sechsten Tage der Periode sehr geringe Kotmengen 
absetzte und am siebenten Tage dann plötzlich eine viel größere Menge 
entleerte. Wahrscheinlich hat also hier der regelrechte Kotabsatz nicht 
stattgefunden und die hohe Verdaulichkeit ist auf Zurückhaltung von Kot 
zurückzuführen. Hierfür spricht auch das Tiergewicht, welches plötzlich 
in den letzten zwei Tagen anstieg. Da Hammel 48 nach der zweiten Periode 
versagte, wurde mit Hammel 49, der wie oben S. 142 geschildert, gleichzeitig 
vorgefüttert worden war, der Versuch fortgesetzt und parallel zu Hanımel 50 
die dritte und vierte Periode durchgeführt. Die Verdauung der Ration war 
bei diesem Tiere durchaus gut, in der vierten harnstofffreien Periode sogar 


viel besser als bei Nr. 50, da die dort beobachtete Verdauungsdepression 
nicht zum Ausdruck kam. 


Wirverweisen nunmehr auf die Bilanztabellen dieser Kontrollversuche. 
Die N-Bilanztabelle (Tabelle AY gibt dasselbe Bild wie Tabelle III, 
Hammel 50. Solange Harnstoff gereicht wird, ständig N-Retentionen 
ohne entsprechende Gewichtszunahme, cinhergehend mit starker 
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Tabelle IV. 
Hammel 48 u. 49. 
Ausnutzung der Versuchsmahlzeit durchschnittlich pro Tag berechnet. 
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Hammel 48. 


Tägliche Einnahme `. . g 69l | 40,6 | 650,4! 23.6 , 332.6 290,2 | 13,10 





1. Periode |Kot..g ` 1533| 251 ' 128.2! 2088 648|4244' 334 

vom 18. XI. | Verdautg ` 5377| 155 ` 5222 + 272 2678 47.76 976 
bis 26. XI. 21 | Prozent . | 77,8; 88,2 | 308i — WA 854 |745 
2. Periode | Kot. e 202,2| 28,3 | 173,9; 36,95 918] 45.15 5,91 
vom 11. XII. Verdautg | 4888, 12,3 | 476.5 —13,35, 240.8 245.05, 7,19 
bis 18. XII.21 Prozent . | 707. 80,8 | 78,2: — 72.4! 84,5 |549 
Hammel 49. 

3. Periode Kot. e ' 196,2) 25,7 i 170.5 41,3 87,8] 47,6 | 6,62 

vom 4. I. Vedautg 4948: 149 ' 479,9 —17,7 2448 2426 , 6,48 

bis 10. I. 22 Prozent . ' 71,6; 58.0 788, — ' 7386/836 495 


Tägliche Einnahme . . g || 670,6 | 406,0 | 630,0| 23,6 332,6 274,1 | 3,78 




















4. Periode | Kot. .g i 1952 25,0 | 1702| 33.8 | 887 477 | 541 
vom 10.1. ' Verdautg 475,4: 25,6 | 459,8 —10,2 | 243,9 226,4 |—1,63 
bis 14. I. 22 | Prozent . ` 709! 63 |7830 — | 738| 826 | — 


II | 


Diurese und hohem Wasserkonsum. Bei Hammel 48 wurden zum Teil 
sehr erhebliche N-Retentionen beobachtet. Sie hängen wohl mit dem 
sehr unregelmäßigen Harn- und Kotabsatz dieses Versuchstieres zu- 
sammen, das sich dadurch überhaupt als wenig geeignet erweist. 

Besonders hingewiesen muß auf die vierte Periode (Hammel 49) 
werden, die alles das, was bei Hammel 50 ausgeführt wurde, bestätigt. 
Sogleich nach Einsetzen der harnstofffreien Fütterung fällt die N-Menge 
im Harn stark ab. Die N-Ausscheidung im Kot geht geringfügig zurück, 
wobei sie sich als ziemlich abhängig von der entleerten Kotmenge 
erweist. Gleichgewicht oder eine Annäherung an ein solches wurde 
nicht erreicht. Das Tier blieb in einem Defizit. 

Wir haben die Bilanz- und Ausnutzungsversuche gleichzeitig mit 
Respirationsversuchen kombiniert und wenden uns nunmehr zu deren 
Besprechung. 


Methodik und Berechnung der Respirationsversuche. 

Als Respirationskammer für kleinere Tiere benutzen wir eine luft- 
dicht verschließhare eiserne Kanımer, die ursprünglich als pneurna- 
tisches Kabinett gebaut ist und einen Inhalt von 7,85 cbm hat. Zu 
den vorliegenden Versuchen wurde noch cin 150 Liter fassender, genau 
geeichter Gasometer an diese Kammer direkt angeschlossen, so daß 
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Tabelle V. 
Hammel 48 u. 49. 
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Hammel 48. 
1. Periode, 20 g Harnstoff. 
19. XI. 20 412 45 416 1,15 750,5 6,83 10.99 +2,11 523 N-Ausscheidung e Al 
20.Xl. An 47 3,83 1,25 888 6.16: 999 +311 52.7 Täglich . BUT 
21. XI. 342 52 365: 2,35 797 6.22| 9.87 +3.21 52,0 o as Go 
22. XI. | 239 48 243 1,81 361 4.40: 6.83 +5.27 51,7 Gesamt- See 
23.XI. 1224 54,5 1,83. 0,86 386 Bn 7,48. +5,62 52,25 ` E e SE 
24.X1. .391 45 412 1,95 246 4,82 8,94 +4,16 53,2 Bilanz — 40: 
2. Periode, 20g Harnstoff. 
13. XIIL. | 520 ,66,2:527| 22 Ka ‚8.46 13,73 |— 0,63: 526 N-Ausscheidung inges d 
14. XII. ` 601 Bus 1.6 : 538 6.75.1331 — 0.21 52,5 Täglich . EE E 
15. XII. | 732 |70,716,09! 2,2 ı512:6,10j12,.19 +0,911528  _ sc 
16. XIL.  , 502 167,514.34] 2,2 | 429 ,6.19 10.53:+2,57 53,3 Gesamt-Einnahme.. . 1%"? 
IAU 801175 5.20: 1,9 424 5.20) 110,40 +2,70 53,5 - Ausgabe (ni 
18. NII. 808 |76 16.92; 1.8 |410 5.59 112.51 |+0.59 : 53.9 Bilanz — 1%: 
19. NIL. mm am 23,581 ‚5,23 10,26 +2,74 53.8 Ä 
Hammel 49. 
1. Periode, 20 g Harnstoff. 
6.1.21 .760 70 641 13 366 4.19 10.60 +2,50 — N-Ausscheidung ne GK, 
7.1 808 735:728 20 , 339 4,78 12.06 +1.04 43,0 Täglich... . 1 
8.1. 604169 14.97; — 285 4.33 9.30 +3,80 41,7 - S 
9.1. 492 65 GE 2 536 6,79 11.58 +152 — Tägliche Einnahme u 
10.1 765 172 8.18: 2 209 3,74 11.92 +4,18 42.5 „ Ausgabe . 
11.1 . 862 | 195.809: 3 265 4,79 12,88 +0.22 43,0 Bilanz + Li: ‘l 
2. Periode; ohne Harnstoff. 
12.1: 684 673 6.17 2 ‚187 12.45 | 8.62 — 484 424 | | N- ‚Ausscheidung De ua 
13.1. 555 63.5 4.75 2 182 1201595 — 217431 | Täglich... ..... 5 
14.1. 368 73.3 697 18 5206 Lil: 8.08 —430 434 | | Bä 
15.1. 561:700 45> 3 166 111i 5.61 — 183. 435- Tägliche Einnahme . dh 
16. 1. 430 695 398 3 Ion 1.26, 5.24 — 146 428| - Ausgabe... ner 
17.1. 4857 574.338 36 |351 130 468 —090 442 Bilanz — 287) 
18.1. 610 610 5.35. 18 ,314 103, 6.38 — 2.60 43,4 


bei starker Ausdehnung des Gases im Innern des Kabinetts durch 
Hochziehen der Gasometerzlocke Gas entnommen und dadurch der 
Innendruck erniedrigt werden konnte. Die Leitung vom Gasometer 
zum Kabinett ist im übrigen durch einen Hahn luftdicht abgeschlossen, 
der nur bei Entnahme geöffnet wird. 

Die Luftdichtigkeit des Kabinetts muß natürlich sichergestellt 
sein, was bei unserem Apparat durch die Art des Verschlusses der Fall 
ist. Außerdem kann die Prüfung auf Undichtigkeit leicht durch Eva- 
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kuieren erfolgen, wobei die zur Prüfung in dem Kabinett eingeschlossene 
Person das pfeifende Eindringen von Luft durch undichte Stellen 
vernimmt und diese feststellen kann. In dem Kabinett selbst befindet 
sich ein von außen zu beobachtendes Psychrometer zur Ablesung der 
feucht und trocken gemessenen Innentemperatur, die zur Reduktion 
des Gasvolumens benötigt wird. Zur Messung des Innendruckes ist 
ein Wassermanometer angebracht. Die Ventilation wird durch einen 
elektrisch betriebenen Ventilator bewirkt, 

Der Versuch gestaltete sich wie folgt: 

Das Versuchstier wurde .morgens im Stoffwechselkasten oder in 
einem bequemen Käfig, angetan mit Harn- und Kotbeutel, in das 
Kabinett eingestellt. Dann wurde bei offener Tür ventiliert, alsdann 
die Frühration vorgelegt, nunmehr die Tür geschlossen und nach kurzer ` 
weiterer Ventilation die Anfangsgasprobe entnommen. Gleichzeitig 
wurde die Zeit notiert, die Innentemperatur feucht und trocken und 
der Barometerstand abgelesen. Das Tier blieb bei dieser ersten Gruppe 
von Versuchen 20 bis 22 Stunden im Kabinett unter ständiger Beob- 
achtung. Nach Ablauf dieser Zeit wurde wieder 20 bis 25 Minuten 
ventiliert und zu einer genau notierten Zeit die Endgasprobe entnommen, 
sowie die psychrometrische und die Barometerablesung vorgenommen. 

Während des Versuches wurde ständig der Innendruck an dem 
Wassermanometer kontrolliert und dafür Sorge getragen, daß dieser 
sich nicht wesentlich vom Nullpunkt entfernte. Dies gelang leicht durch 
Erwärmung oder Abkühlung der Zimmerluft, in der das Kabinett steht. 

Da es nötig war, während des Versuches dem Tiere die Abend- 
mahlzeit vorzulegen, haben wir eine automatische Futtereinrichtung 
angebracht, die mit der Ration vom Versuchsbeginn beschickt und zur 
entsprechenden Zeit von außen elektrisch derart betätigt wird, daß 
durch Öffnung einer Klappe die Ration dem Tiere in die Krippe fällt. 

Der lange Aufenthalt des Tieres erwies sich im Laufe des Ver- 
suches als ungeeignet, da die hohe Wasserdampfspannung, die sich 
einstellte, belästigend für die Tiere war. Dies machte sich vor allem 
bei der Aufnahme der zweiten Versuchsration bemerkbar. Diese war 
warm und feucht geworden und roch bei den Harnstoffversuchen 
leicht nach Ammoniak, so daß die Tiere die Aufnahme verweigerten. 
Damit war aber jedesmal der Versuch mißglückt und mußte abge- 
brochen werden. Es ist uns auf diese Weise eine große Anzahl von 
Versuchen verunglückt. Deshalb haben wir später die Versuche in 
zwei Teilen ausgeführt, von 9 Uhr morgens bis 7 Uhr abends, dann 
eine Stunde Pause zur Besorgung des Tieres (Kotbeutel, Harnflasche 
und Vorschütten der Abendration) und alsdann Respirationsversuch 
von 8 Uhr abends bis 8 Uhr früh. Dieses Vorgehen verdoppelt die 
gasanalytische Arbeit, sichert aber einen glatten Verlauf der Versuche. 
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Kritik der Respirationsmethode. 


Zur Errechnung der Resultate werden die mit der exakten Gas- 
analyse ermittelten Werte für die Zusammensetzung von Anfangs- 
und Endgas auf die reduzierten Anfangs- und Endvolumina umgerechnet. 
Die Differenz ergibt die Respiration. Die Methode ist also so einfach 
wie möglich und basiert lediglich auf der Analyse zweier Gasproben. 
Die Gasanalyse erfolgte mit Hilfe der Apparate und Methoden von 
Haldane und Sonden-Tigerstedt, wobei für sorgfältige Kontrolle ge- 
sorgt war. 

Wie aus vorstehendem ersichtlich, bleibt das Versuchstier während 
der ganzen Dauer mit derselben Kastenluft in Berührung. Diese ver- 
schlechtert sich dadurch, indem der Kohlensäuregehalt in 22 Stunden 
auf etwa 4% und in 12 Stunden auf etwa 2 bis 2,30, steigt, der O,-Gehalt 
auf 16,6% bzw. etwa 18,5% fällt. Die Veränderung des O,-Gehaltes 
kann nach allen Erfahrungen über die Sättigung des Blutes mit Sauer- 
stoff keinen Einfluß auf die Atmung haben und ist deshalb für den 
Verlauf des Versuches unbedenklich. Die Steigerung des CO,-Gehaltes 
auf 4°, bleibt, wie uns sehr zahlreiche Erfahrungen an Menschen und 
Tieren gezeigt haben, ebenfalls ohne einen bemerkbaren Einfluß anf 
das Verhalten und Wohlbefinden. Wenn auch dadurch eine geringe 
Steigerung der Atemfrequenz erfolgen kann, so hat dieses keinen in 
der Gesamtbilanz ausschlaggebend hervortretenden Einfluß auf die 
Ergebnisse des Versuches. Es würde dadurch eine vermehrte Tätigkeit 
der Atemmuskulatur und damit eine Erhöhung des Stoffumsatzes 
bewirkt werden. Diese fällt aber gegenüber den normal zu beobachten- 
den Schwankungen, die durch Unruhe der Tiere, Kauen und Wieder- 
kauen sowie sonstige innere und äußere Einflüsse bedingt werden, 
nicht ins Gewicht. 

Es kommt aber ein anderes Moment in Betracht. Es wäre möglich, 
daß infolge des Aufenthaltes in einer 4proz. CO,-haltigen Luft der 
Körper des Versuchstieres entsprechend dieser hohen CO,-Menge 
mehr CO, zurückhalten könnte als es bei normaler Luft der Fall wäre. 
Diese Menge würde also im Tiere zurückbleiben und in den Ausgaben, 
die der Versuch ermittelt, fehlen. Bürger!) hat vor kurzem diesen 
Einwand in einer aus unserem Institut hervorgegangenen Arbeit dis- 
kutiert. Nun ist eine solche Möglichkeit von vornherein wenig wahr- 
scheinlich, mit theoretischen Überlegungen aber nicht befriedigend zu 
lösen. Man könnte denken an eine vermehrte Lösung von CO, im 
Inhalt des Verdauungstraktus, die bei den großen Mengen Vormagen- 
inhalt etwa (6 kg im Durchschnitt) und Enddarminhalt beachtlich sein 
könnte. Diese Möglichkeit scheidet aber aus, da in diesen Inhalten 


1) Diese Zeitschr. 124, 1, 1920. 
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stets lebhafte Gärungen ablaufen, bei denen überwiegend CO, ent- 
bunden wird. Es ist also dort regelmäßig eine weit höhere CO,-Spannung 
vorhanden als sie die Umgebungsluft je haben kann. Damit käme 
nun eine Anhäufung von CO, in den Geweben und Flüssigkeiten des 
Körpers in Frage. Eine solche Erhöhung würde dadurch zum Ausdruck 
kommen müssen, daß die CO,-Spannung der Alveolarluft im Moment 
der beendeten Exspiration, also nach vollzogenem Gasaustausch, 
höher wäre als bei normalem CO,-Gehalt der Respirationsluft. Dies 
hahen wir durch folgende Versuchsanordnung geprüft. Beim tracheo- 
tomierten Tiere gelingt es mit der von Krzywanek und Steuber!) in 
unserem Institut ausgearbeiteten Methode, die Zusammensetzung der 
Alveolarluft nach erfolgter Exspiration leicht zu ermitteln. Wir brachten 
ein tracheotomiertes Schaf in das Respirationskabinett und ließen 
dort die Versuchsanordnung, wie sie Krzywanek und Steuber beschrieben 
haben, anstellen. Hierauf wurde das Kabinett geschlossen, ventiliert 
und gleichzeitig Alveolarluft von dem mit eingeschlossenen Dr. K. 
und eine Kastenluftprobe außen entnommen. Innen wurde gleich- 
zeitig nach der üblichen Zuniz-Geppertschen Methode von Fräulein Steuber, 
die ebenfalls eingeschlossen war, die Atmung kontrolliert. Auf diese 
Weise erhielten wir die CO,-Spannung der Alveolarluft bei einer Kasten- 
luft normaler Zusammensetzung. Nunmehr wurde der Druck im 
Kabinett durch Auspumpen um etwa 50 mm erniedrigt. Die aus- 
gepumpte Luft wurde nach Abstellung der Pumpe durch etwa 120g 
CO, aus einer auf einer Wage stehenden Bombe von außen ersetzt, 
dann durch Öffnung des Auspumpventils Druckausgleich herbei- 
geführt und nunmehr nach abermaligem Ventilieren innen Alveolar- 
gas und von außen Kastenluft zur Analyse entnommen. Wir gelangten 
dabei bei zwei Tieren zu den in Tabelle VI zusammengestellten Werten. 
Man sieht, daß die Atemfrequenz und das Minutenvolumen infolge der 
CO,-Zufuhr steigen, daß aber nachher bald ein Rückgang stattfindet. 
Auch die alveoläre CO,-Spannung steigt an. Sie hält sich aber durch- 
aus in den Grenzen, die auch beim Atmen in gewöhnlicher Luft beob- 
achtet werden. ' 

Nach noch nicht veröffentlichten Untersuchungen von Krzywanek 
und Steuber schwankte die Alveolartension der CO, bei Hammel Z 
unter gewöhnlichen Verhältnissen zwischen 37,2 und 45,9 mm, bei 
Schaf IX zwischen 30,4 und 34,65 mm. Die ermittelten Werte fallen 
in diese Grenzen, wir können also eine Zurückhaltung von CO, im 
Körper bei der gewählten Anordnung der Respirationsversuche außer 
acht lassen, sie fiele in die biologische Fehlergrenze solcher Versuche. 
Immerhin wird man zweifellos exakter verfahren, wenn man den 


1) Pflügers Arch. 194, 477, 1922. 
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Tabelle VI. 
aa E Zahl Minuten. a Alv. COs | 
. Dat CO, 0a CO 2 
Zeit ` in kastei | se ne. ser | des Älvg. DPADNUNE Bemerkungen 
Hammel Z. (9. April 1922.) 
1lb15; 045 | 153 2,6189 | 5,909 42.23 |; 11b 20 Beginn 
1640, 354 0. 24 3,8650 6,285 44,91 des Einblasens 
llh 52' 358 . 2l 3,7321 6,248 44,65 der CO, 
Hammel 9. (15. Mai 1922.) 
12h 07 | — 13 2,5456 4.305 31,33 12h 12’ Beginn 
12h 20 2,30 18 2,8501 4,542 33,05 ; des Einblasens 
12b 33 2,30 , 14 2,9129 4,549 33,10 , der CO, 


CO,-Gehalt der Kastenluft möglichst niedrig hält, und dieses wird durch 
die Zweiteilung der Versuche, wie wir sie oben schilderten, erreicht, da 
dann nur eine Erhöhung auf 2%, erfolgt (vgl. Tabelle VI, Hammel 9). 

Am richtigsten würde es natürlich sein, den Versuch nach dem 
Reignault- Reisetschen Prinzip anzuordnen, also die Kastenluft in 
einem absolut luftdicht geschlossenen System zirkulieren zu lassen. 
sie hier von CO, und Wasserdampf zu befreien und ihr dann den ver- 
brauchten O, zuzusetzen. Dieses Prinzip, wie es in den Zuntzschen 
Apparaten unseres Institutes verwirklicht ist, läßt sich an dem be- 
nutzten Kabinett nicht ausführen. Es schließt auch gewisse große 
Fehlermöglichkeiten ein, die darin bestehen, daß das außerhalb des 
eigentlichen Kastens liegende System von Röhren, Pumpen, Absorp- 
tionseinrichtungen ständig der Gefahr kleiner Undichtigkeiten aus- 
gesetzt ist. Hat man einen geschlossenen, womöglich autogen ge- 
schweißten Kasten mit gummigedichteten Fenstern und absolut dicht 
schließender Tür, so sind solche Sorgen gegenstandslos. Um nun trotz- 
dem die Kastenluft verbessern zu können und die Vorteile des ge- 
schlossenen Apparates nicht aufzugeben, ist der erste von uns seit 
längerer Zeit bemüht, durch Einbau einer Luftumwälzungseinrichtung 
nach dem Prinzip, wie es zur U-Bootentlüftung verwendet wird, die 
Befreiung der Kastenluft von CO, und H,O-Dampf im Innern des 
Kastens selbst vornehmen zu können. Da die Arbeiten nur langsam 
infolge der gegenwärtigen Schwierigkeiten fortschreiten, weisen wir 
auf dieses neuartige Verfahren aus Prioritätsgründen ausdrücklich hin. 


Berechnung der Respirationsversuche. 

Wie oben erwähnt, handelt es sich bei der angewandten Methode 
darum, die Unterschiede zwischen der Zusammensetzung des Anfangs- 
gases im Kabinett und der des Endgases zu ermitteln. Zur Erläuterung 
sei der erste Versuch dieser Reihe an Hammel 50 etwas ausführlicher 
durchgerechnet: 
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Respirationsversuch. Beginn am 25. November 12h, Ende 26. Nov. 
8 vormittags, Dauer 20 Stunden. 

Anfangsgas: Thermometer trocken 20°, feucht 17,8°, psychrometrisch e 
Differenz 2,2%. Barometer 768 mm. Hiernach gemäß Landoldt- Börnstein 
reduziert, enthält der unter Berücksichtigung des von Versuchstier und Stall 
eingenommenen Raumes auf 7,6832 cbm Inhalt errechnete Kasten 7266 Liter 
Anfangsgas. 

Endgas: Thermometer trocken 18,8°, feucht 17,4°, psychrometrische 
Differenz 1,4%. Barometer 768,5 mm, außerdem herrschte im Kabinett ein 
Unterdruck von 10 ccm Wasser. 

Hiernach reduziertes Gasvolumen Endgas = 7294 Liter. 

Die Gesamtanalyse ergab: 








I co O, N, CH, 
es dÉ D, di | E: 
Anfangsgas 
. 074 0 20,181 1 790755 | ee 
2. än | 20,192 ! 79070 !: — 
Mittel: 074 | 20,19 | 79,07 Ä == 
Endgas 
l. 4,121 16,667 78,878 0,334 
2. 4,111 16,692 . 78,861 0,337 
a 3 IE sen ETS 
Mittel: 4,12 | 16,67 | 78,87 | 0,34 


Hieraus berechnet sich die Zusammensetzung vom 





CO, | O; | N, (CH, 
EC a Liter ii Liter | Liter Liter 
Anfangsgas . . .. . 53,8 1467 5745.2 —— 
Endes ...... 305 | 1215.9 5752.8 24.8 


Theoretisch darf sich die N-Menge im Kasten während des Ver- 
suches, da der Kasten absolut dicht ist, nicht verändert haben. Wir 
finden hier aber eine kleine Differenz von 7,6 Litern. Hierin drücken 
sich die Fehler des Versuches aus. Sie betragen 7,6 Liter von 5746,2 Litern, 
also etwa 0,13% — gewiß ein höchst geringer Wert, der die Genauigkeit 
der angewandten Methoden am besten vor Augen führt. Dieser Wert 
schwankt bei den einzelnen Versuchen etwas, und Zwar meist zwischen 
0 und + 0,1%; höchstens beobachteten wir + 0,4°%,. was also etwa 
20 Liter bedeuten würde. Diese größeren, aber noch immer höchst 
geringen Fehler werden nur dann erhalten, wenn große psychrometrische 
Differenzen, sehr hohe und schwankende Kastentemperatur (Sommer- 
versuche bei hoher Außentemperatur) und große Barometerunterschiede 


1) Über die Ursache des hohen CO,-Gehaltes der Kastenluft vgl. 
diese Zeitschr. 72, 228, 1916. In diesem besonderen Falle erklärt er sich 
auch daraus, daß das Tier schon einige Zeit vor Beginn des Versuchs in den 
Kasten eingestellt worden war. 
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zwischen Anfangs- und Endablesung gefunden werden. Sie liegen 
also nicht in der Gasanalyse, sondern vielmehr in den Fehlern, der die 
Ermittelung der physikalischen Konstanten zur Reduktion unter 
ungünstigen Temperatur- und Druckverhältnissen infolge der An- 
wesenheit eines relativ großen lebendigen, Wärme und Feuchtigkeit 
abgebenden Tieres im Kasten unterworfen sind. 

Wir haben in den meisten Versuchen bei kleinen Differenzen, 
bis zu 10 Litern, von Korrekturen abgesehen, bei Differenzen zwischen 
10 und 20 Litern haben wir das Mittel genommen und dieses prozentisch 
in Anrechnung gebracht. 

Am obigen Beispiel durchgeführt, müßte sich die Rechnung wie folgt. 
gestalten: Zuviel im Endgas sind 7,6 Liter N, also liegt der richtigste Wert 
bei 3,8 Liter, das sind 0,066% niedriger als die gefundenen Endgaswerte. 


Diese 0,066% werden von im Endgas gefundenem O, und CO, ermittelt. 
und vom Endgas abgerechnet. Im Beispiel also: 








CO, | OH CH, 


Liter Liter Liter 
Gefunden . . .. 2005 | 1215.9 | 24.8 
— 0,066 I 0,2 0,8 0.0 
300,3 | 1215.1 24.8 


Man sieht, daß die Unterschiede so gering sind, daß ihre Anrechnung 
ohne Bedeutung ist. 

Für die Respiration würde sich dann ergeben: 

Respiriert 300,3 — 53,8 = 246,5 Liter CO,; 1467 — 1215,1 = 
251,9 Liter O, und 24,8 Liter CH,. Auf 24 Stunden umgerechnet, 
ergibt dies: 295,8 Liter CO,, 302,3 Liter O, und 29,76 Liter CH4. 

Über die Harnstoffütterung von Hammel 50 wurden vier Respi- 
rationstage verteilt, und zwar am 


1. 25. bis 26. November 1920 am Ende der ersten Bilanzperiode. 

2. 6. bis 7. Dezember 1920 in der Mitte der Zwischenperiode. 

3. 9. bis 20. Dezember am Ende der zweiten Bilanzperiode. 

4. 6. bis 7. Januar 1921 am Anfang der dritten Bilanzperiode. 
Diese ergaben folgende Werte. die in der gleichen Weise wie oben 

angeführt berechnet wurden: 


Tabelle VII. 


CO, O, CH, 
Liter Liter Liter 
l 395.8 302.3 | 29.8 
2 346.6 | 335.9 | 32.1 
3 333.9 mißglückt ` 34,6 
4 287.8 263.4 | 30,0 


Mittel: 316 3005 31.6 
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Man sieht hieraus, daß recht erhebliche Schwankungen in der 
täglichen CO,-Abgabe und O,-Verbrauch bestehen und daß diese bei 
weitem erheblicher sind als die oben erwähnten Fehler, die sich aus 
methodischen Mängeln herleiten können. Die hohen, den Sauerstoff- 
verbrauch übersteigenden Kohlensäuremengen sind auf die Gärkohlen- 
säure zurückzuführen, die im Pansen neben Methan in reichlicher 
Menge entsteht. 

















Tabelle VIIL 
Gesanitverbrennung der Futtermittel pro 100 g lufttrockenes Material. 
Dun Gelieferte u verbrauchte Gelieferte ` 
CO,» Menge Oe Menge Menge 
ee BR g KEEN 
1g Kartoffelwalzmehl `... . 1,4234 | 1,071 | 3,7164 
1g Lingner Stroh `... 1,5648 ; 1,135 4.097 
Le Harnstoff si `, 0.7573 08261 — 02514 
®) Bercchnet. 
Hieraus ergibt sich für die Ration 
200g Walzmehl. ...... aad 284.7 214,2 743,3 
500g Lingner Stroh. . ..... j 7824 : 567,5  2048,5 
30g Harnstoff... ... naa A EB un ch 
Einnahme total. . ` 1089,8 | 806,5 i 2799,3 
Die Gesamtverbrennung der Mischkote ergab 
lg Mischkot 1. Periode. . .. . | 15573 | 12193 . 4,1987 
Ip a 2. s EE 1,6160 1,2930 ' 4.3916 
ig D 3. S EEGEN 1,5717 1,2625 4,2302 
In1947gKotl. . ...2222.83083 | 2374 -817,7 
„ 1840g „ 2. = en, 297,6 | 237,9 808,2 
„~ 220,08 „ 3. m S a 345,8 | 277,7. 930,6 **) 
log Harn 1. Periode . . ....1ı 0381 © wa | 1,2599 
l0g „ 2 a RE de e 0,3771 0,4098 ` 1,3055 
log „ 3. i ee A wer 0.3433 0,3569 | 1,11 
In 66lg Harn ......... 25 27,2 83,3 
A noo 285 31,0 1.988 
a 482 g an ee e o la o e e io, 16,6 17.1 | 53,5 


"71 Die ungünstige Ausnutzung der Nahrung in dieser Periode tritt hier deutlich zutage. 


Krogh und Schmit-Jensen!) haben die Relation CO,:CH, in den 
Pansengasen zu etwa 2,6 angegeben, ein Wert, der dem früher von 
Klein?) gefundenen von 2,6 bis 2,73 nahezu gleicht. Berechnet man 
hiernach die wahrscheinliche CO,-Menge, die bei unseren Versuchen 
auf Gärungen entfällt, so ergeben sich 75 bis 80 Liter pro die, um die 
dann die gesamte CO,-Produktion zu vermindern wäre, um die respi- 
rierte CO, zu erhalten. Man darf aber nicht vergessen, daß diese Relation 


1) Biochem. Journ. 14, 686. 1920. 
"1 Diese Zeitschr. 72, 167, 1916; FKbendaselbst 117. 67, 1921. 
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auf sehr unsicheren Füßen steht und es durchaus fraglich ist, ob sie 
bei Harnstoffütterung auch nur annähernd zutrifft. Der Harnstoff 
befördert die Gärungen ungemein. 

Der Aufstellung der Gesamtbilanzen wurden die Kalorimetrie und 
Elementaranalyse sämtlicher Futtermittel und der Mischkote und 
Mischharne der drei Bilanzperioden zugrunde gelegt. Die Ausführung 
erfolgte nach der in unserem Institut unter Zuntz ausgearbeiteten 
und von Klein und Steuber!) früher geschilderten Methode. 

Zur Gesamtbilanz müssen die respirierten Liter CO, und O, 
in Gramm umgerechnet werden und ferner müssen die bei der Ver- 
brennung der erhaltenen brennbaren Gase, bei den vorliegenden Ver- 
suchen wurde nur CH, gefunden, erhaltene CO. Menge und verbrauchte 
O,-Menge sowie der kalorische Wert derselben errechnet werden. Da 
l Liter CO, 1,965 g, 1 Liter O, 1,429 g wiegt und 1 Liter Methan bei 
der Verbrennung 1 Liter CO, ergibt, wobei 2 Liter O, verbraucht 
und 9,54 Kal. gebildet werden, ist diese Rechnung leicht zu bewerk- 
stelligen. Man erhält dann folgende Ergebnisse (s. Tabelle IX). 

Tabelle X zeigt, daß die resorbierten, also im Körper umgesetzten 
Nährstoff- und Energiemengen in den beiden ersten Perioden ziemlich 
gleich groß und nur in der letzten Periode etwas geringer waren. Es 
muß dabei berücksichtigt werden, daß die Menge der brennbaren Gase 
sich nicht direkt auf jede Periode bezieht, sondern als Mittelwert aus 
vier über die drei Perioden verteilten Respirationstagen in Ansatz 
gebracht wurden. Da diese Werte aber sehr wenig voneinander ab- 
weichen (vgl. Tabelle VII und VIII) und an sich in der Bilanz nur 
wenig ausmachen, wird hierdurch keine Unsicherheit hineingetragen. 
Man sieht hieraus, daß wirklich einschneidende Unterschiede nur durch 
den Kot bedingt werden, und zwar ist, wie Tabelle VIII zeigt, nicht. 
dessen Zusammensetzung. die ziemlich gleichmäßig ist, sondern die 
Kotmenge entscheidend. Man wird hierdurch auf die große Bedeutung 
cines regelmäßigen Kotabsatzes seitens der Versuchstiere während der 
Bilanzperioden hingewiesen. Wenn hier Unregelmäßigkeiten bestehen, 
wie es bei manchen Versuchstieren, z. B. Hammel 48, der Fall ist, so 
wird dadurch die ganze Bilanz in Frage gestellt. Es ist deshalb nötig, 
bei solehen Versuchen den täglichen Kotabsatz gewichtsmäßig schon 
mehrere Tage vor der eigentlichen quantitativen Sammlung und mehrere 
Tage nachher zu kontrollieren, um eventuell Zurückhaltungen fest- 
zustellen. Wenn das Tier in einer Periode etwas zu wenig oder zu viel 
Kot absetzt, so wird dadurch ein viel größerer Fehler bedingt als er 
durch die gefürchteten Fehler, z. B. bei der Harnkalorimetrie oder 
sonstige analytische Fehler jemals eingeführt werden kann. 


1) Diese Zeitschr. 120, S1, 1921. 
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Tabelle IX. 
N Gelieferte | Verbrauchter ` Gelieferte 
Brennbare Gase | u. . | Pe 
l kp. Tag 29 29,8 Lite CH, i 58,5 | 85,0 | 285,9 
2 Zë „ 321 „ Tu 63,1 | 91,8 306,3 
ee „34,6 „ A 68,0 98,9 330,0 
1, 200, 590 | 858 286,2 
Im Mittel . oi | 90,4 | 301,6 
Respirierte Gase 
1. Tag 581,6 | 432,0 | Ss 
$ n 681,1 480,0 | a 
K SE 656,2 | Sep | 
Lo . E 084 mu 
Im _ Mittel. 621,1 | 4295 | = 


Die Bilanzen der drei Perioden stellen sich dann wie folgt: 





Tabelle X. 
u Con A | Verhrauchter |  Gelieferte 
Kalorien 

un. RF ` 

l. Periode. 
Einnahme 1089,8 806,5 2799,3 
hn Kot. 308. 3 237,4 817,7 
Verdaut f 786,5 579, 1 1981,6 
Davon als brennbare Gase E 62,1 ou. 4 301,6 
Resorbiert : 124.4 488.7 1680,0 
Ausgeschieden im Harn . 25,0 27,2 83.3 
Bleibt übrig . 699,4 461,5 1596,7 

2. Periode. 
Einnahme 1089,8 806,5 2799,3 
Im Kot. 297,6 237.9 808.2 
Verdaut . . 792,2 568.6 1991.1 
Davon brennbare Gase ; 62,1 90.4 301,6 
Resorbiert 730.1 478.2 1689.5 
Ausgeschieden im Hamn. 28.5 31,0 98.8 
Bleibt übrig . 701,6 447.2 1590,7 

3. Periode. 
Einnahme 1089.8 800.5 2799.3 
Im Kot. 345,8 277,1 930.6 
Verdaut ; 44.0 WÄRE 1868.7 
Davon brennbare Gase 62.1 90.4 301.6 
Resorbiert 681.9 438.4 1567.1 
Ausgeschieden im Harm . l 16.6 17.1 53.5 
Bleibt übrig . 665.3 421.3 1513.6 
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In unserem Versuch ist die Übereinstimmung in den einzelnen 
Perisden aber befriedigend. Es müßte nun für jede Periode die ent- 
sprechende Respiration in Abzug gebracht werden: das ist leider nicht 
möglich. da unsere Respirationstaze anders verteilt sind. Betrachtet 
man die in Tabelle IX zusammengestellten Werte der Respirgtion, 
so findet man viel größere Unterschiede. als sie die Bilanzen aufweisen. 
Die Ergebnisse des Respirationsversuches sind also Schwankungen 
unterworfen, und es muß die Forderung gestellt werden, diese Schwan- 
kungen durch zahlreiche Respirationsversuche auszugleichen. Richtig 
wäre es, während der ganzen Periode auch den Gaswechsel ständig 
zu ermitteln. Wir sind bisher dazu nicht in der Lage gewesen, da uns 
nicht genug Hilfskräfte zur Verfügung stehen. Es erscheint aber 
wichtig, darauf hinzuweisen, weil diese Unsicherheit die Ergebnisse 
viel mehr beeinflußt als dies die üblichen Fehlerquellen, nach denen 
man sucht und die man bei solchen Untersuchungen häufig durch 
lange und schwierige Rechnungen auszuschalten geneigt ist. jemals 
können. 

Wir halten es im vorliegenden Falle deshalb für das Richtigste, 
die Mittelwerte aus den bisherigen Bilanzen zu ziehen und dann die 
Mittelwerte der Respiration einzusetzen. 

Dazu ist es aber nötig, den kalorischen Wert der umgesetzten 
Substanzmenge zu ermitteln, und hier begegnen wir einigen ernstlichen 
Schwierigkeiten. Zunächst macht die Anwesenheit der Gärkohlen- 
säure die Rechnung nach der Zuntzschen Formel!) unmöglich. Doch 
bieten sich hier zwei Auswege. Entweder man kann entsprechend 
der Kleinschen oder Kroyh-Schmit-Jensenschen Relation die Gär- 
kohlensäure berechnen und in Abzug bringen, oder man bedient sich 
der Andersenschen Überlegung, die uns zumal in unserem Falle der 
Harnstoffütterung auf wesentlich sicherer Basis zu ruhen scheint. 
Die Überlegungen, die dafür maßgebend sind, sind von Andersen soeben 
in dieser Zeitschrift 130, 143, ausführlich dargelegt worden, so daß 
wir auf ihre Wiederholung verzichten können. Wir wollen die Rechnung 
an unserem Beispiel durchführen. 

Hierbei werden die brennbaren Gase auf diejenigen Mengen CO, und 
O, umgerechnet, die bei ihrer Verbrennung entstanden bzw. verbraucht 
worden wären. Diese Anzahl Liter zu Anzahl der respirierten Liter CO, und 
O, addiert, gibt den Gaswechsel, wie er erfolgt wäre, wenn nichts vergoren, 
sondern alles im Körper verbrannt wäre. Zieht man hiervon die aus dem 
Harn N berechneten, auf den Kiweißumsatz entfallenden Mengen von CO. 
und O, ab, so gelangt man zu den Mengen von CO, und O,, die respiriert 


worden wären, wenn nur N-freie Nährstoffe verbrannt wären. Zugrunde 
zu legen wäre die mittlere Respiration während der drei Perioden. 


') Zuntz und Sehumburg, Physiol. d. Marsches, 8.260. Berlin 1001. 
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Diese waren nach Tabelle VII: Gebildet 316 Liter CO, und 31,6 Liter 
CH,, verbraucht 300,5 Liter O,. Die 31,6 Liter CH, hätten 31,6 Liter 
CO, bei den Verbrennungen gegeben und 63,2 Liter O, verbraucht. Die 
Gesamtrespiration hätte also 347,6 Liter CO, und 363,7 Liter O, betragen. 
Hiervon würde nun der auf den Eiweißumsatz entfallende Anteil des Gas- 
wechsels abzuziehen sein. Dabei stellt sich nun die zweite Schwierigkeit in 
den Weg. Wir können im Hinblick auf die Harnstoffütterung den wirklichen 
Eiweißumsatz aus dem Harn-N nicht beurteilen. Wieviel vom Harn-N 
entfällt auf N aus dem Eiweißumsatz, wieviel auf Harnstoff-N aus der 
Fütterung ? Bei der Annahme, daß der gesamte Harnstoff zu Bakterien- 
eiweiß verwendet worden ist, würde der gesamte Harn-N als aus Eiweiß 
herrührend betrachtet werden müssen. Würde kein Bakterieneiweiß ent- 
standen sein, so könnte nur der N aus dem Eiweißumsatz stammen, der bei 
harnstofffreier, sonst aber gleicher Fütterung von dem Tiere ausgeschieden 
worden wäre. Dies wäre also im ersten Falle im Mittel der Harnstoffperioden 
10,19 g, im letzten Falle nach der vierten Periode 1,601 g N. Für eine dieser 
Zahlen wird man sich entscheiden müssen. Wir stehen auf dem Standpunkt, 
daß der Harnstoff nicht zu Bakterieneiweiß geworden ist, wollen aber die weitere 
Rechnung mit beiden Zahlen ausführen. 

Es ist dazu zunächst eine Entscheidung zu treffen, wieviel CO, bzw. 
O, lg N im Harn entsprechen. Zuntz hat hierfür auf Grund von Versuchen 
am Hund die Zahlen 1 g N = 4,8 Liter CO, und 6,06 Liter O, angegeben. 
Mit Recht wendet Andersen hiergegen ein, daß diese Werte für Pflanzen- 
fresser kauın zutreffen werden; auch wir sind dieser Ansicht. Zurzeit 
besteht aber keine Möglichkeit, exakte Werte dafür einzusetzen. Wir wissen 
nicht, inwieweit der Harn-N einfach von der Desamidierung von Amino- 
sauren des Nahrungseiweißes, welches als Pflanzeneiweiß eine andere Zu- 
sammensetzung als das tierische Eiweiß hat, stammt und wissen nicht, 
welcher Teil des Harn-N von abgebautem Körpereiweiß des Versuchstieres 
selbst herrührt. Da in pflanzlichen Nahrungsmitteln stets nicht eiweißartige 
N-Verbindungen sind, kann auch nicht der Anteil dieses N am Harn-N 
beurteilt werden. Mit anderen Worten: Jeder Wert, den wir einsetzen, ist 
nur ein Annäherungswert. Wir haben infolgedessen die obigen Zurntzschen 
Zahlen beibehalten. Mit der weiteren Durchführung der Rechnung werden 
also Annäherungswerte in dieselbe eingeführt und damit wird das Ergebnis 
unsicher. | 

Bei Annahme von 10,19 N aus Eiweißzersetzung pro Tag entspräche 
das zersetzte Eiweiß einer Bildung von 10,19.4,8 = 48,9 Liter CO, und 
einem Verbrauch von 10,19.6,06 = 61,8 Liter O,, so daß nunmehr beim 
Umsatz der stickstofffreien Stoffe 347,6 — 48,9 = 298,7 Liter CO, gebildet 
und 363,7 — 61,8 = 301,9 Liter O, verbraucht worden wäre, was einem 
R Q von 0,989 entsprechen würde. Nach der Zuntzschen Forme! läßt sich 
nun mit Hilfe des R Q aus diesem Sauerstoffverbrauch die Wärmeproduktion 
wie folgt berechnen: 

Kal. = 301,9 x [4,686 + (R Q — 0,707) 1,23). Zur Berechnung be- 
dient rnan sich zweckmäßig der von Zuntz und Schumburg!) gegebenen 
Tabelle, in der die Logarithmen für die möglichen Werte der großen 
Klammer zusammengestellt sind. Danach berechnet sich der gesuchte 
kalorısche Wert in unserem Falle auf: 1519,6 Kal. Hiervon ist, um den wahr- 
scheinlichen Wert zu erhalten, der kalorische Wert des ja tatsächlich nicht 


1) Physiol. d. Marsches, S. 361. 
B:ochemische Zeitschrift Band 133. ll 
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verbrannten Methans abzuziehen und der kalorische Wert des umgesetzten 
Eiweißes zuzuzählen. Der letztere berechnet sich pro 1 g N = 27.14 Kal. 
Danach ist also die Kal. -Produktion 1519,6 — 301,6 (Kal.-Wert der 
31,6 Liter CH,) + 276,6 = 1494,6 Kal. 

Bei Annahme von 1,601 g N als Maß des kiweißumsalzes stellt sich die 
Rechnung wie folgt: 


Liter CO, Liter O.» 
Gesamtrespiration . . e, 3476 363,7 
— 1,601 Dom Ne, DN 97 
Aus N-freien Stoffen . .. . 2.0 a 340.7 354,0 


RQ = 340.7: 354 = 0,962. 
Kalorischer Wert von 354 Litern O bei AR 0,962 = 1770 Kal. 


ab Kalorien für Methan ... R NER 301,6 „ 
14684 Kal. 

+ Kalorien für Eiweiß entsprechend 1601N. . 43.5 z 
1511.9 Kal. 


Beide Rechnungsarten geben also ungefähr dasselbe Resultat. Bei 
der an und für sich dem Ergebnis anhaftenden Unsicherheit ist der Unter- 
schied belanglos. 

Die gesamte Stoffwechsel- und Energiebilanz des Versuches 
von Hammel 50 stellt sich danach wie folgt: 








Gebildete 


Für Respiration Gebildete ` Verbrauchter | 
und C Op: Menge ` Q» ! Menge 
Ansatz werbiieh | g È æ , kgs Kalorien 
l. Periode ..... 699.4 461,5 1596.7 
2 5 EE 101,6 447.2 1590.7 
3. a a h 665,2 420 0 1510,1 
Im Mittel EE 688.7 442.9 1565.9 
Im Mittel respirie rt. 621,1 429.5 1511,9 (1494,6) 
Für Ansatz pro Tag 67.6 13.4 54.0 713 


Als Ergebnis dieser Gesamtbilanz ist festzustellen, daß täglich ern 
geringer Überschuß der Einnahmen über die Ausgaben bestanden hat, 
also auch ein Ansatz erfolgt sein muß. Aus den Stickstoffbilanzen ging 
hervor, daß in den drei Perioden täglich eine N-Retentien von 1. 3,01 g, 
2. 1,77 g. 3. 2,17 g erfolgt ist, woraus sich eine tägliche N-Retention 
von durchschnittlich 2,317 g errechnet. Dies würde einem täglichen 
Ansatz von 14.47 g Protein entsprechen. 1g Proteinansatz entspricht 
nach Zuntz der Nichtbildung von 1,936 g CO.. wozu 1,78g O, nötig 
wären, sowie die Zurückhaltung von 5.7 Kal. 14.47 g Protein würden 
danach entsprechen 

28g CO. 258g 0,. 82,4 Kal. 

Es würde nach der Bilanz eine Substanz zum Ansatz gekommen 
sein, die bei der Verbrennung wesentlich mehr CO, gebildet und viel 
weniger O, verbraucht hätte, wobei eine Kalorienmenge produziert 
worden wäre die nach der ersten Rechnung unter Zugrundelegung 
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von 10,19g Eiweißumsatz täglich etwa der aus dem Eiweißansatz 
berechneten entsprochen hätte. Die Übereinstimmung des im Ex- 
periment gefundenen und des aus dem hypothetischen Eiweißansatz 
errechneten Ansatzes ist nicht befriedigend. Ganz besonders fällt 
die Differenz der O,-Werte auf. Der O,-Wert der Bilanz besitzt aber 
da er in allen Fällen direkt ermittelt ist und weder durch die un- 
kontrollierten Gärungen, wie die CO,, noch durch die unsichere Be- 
rechnungsart, wie die Kalorien, beeinflußt wird, zweifellos die größte 
Genauigkeit. 

Sei dem aber, wie ihm wolle, nehmen wir an, auch nach der Bilanz 
sei der Ansatz als Protein gedeckt, so könnte trotzdem aus den S. 147 
entwickelten Gründen hierin keine Bestätigung der Eiweiß- und speziell 
Fleischbildung aus Harnstoff gefolgert werden. Es hätte sonst un- 
zweifelhaft eine entsprechende Gewichtszunahme erfolgen müssen. 
Gegen eine Zurückhaltung des N in anderer Form, etwa als eine Art 
zirkulierendes Eiweiß, spricht aber das Verhalten der N-Ausscheidung 
im Harn nach Weglassen des Harnstoffes. 

Da aber die Bilanz einen kleinen täglichen Ansatz wahrscheinlich 
macht, ist die Frage zu erörtern, in welcher Form dieser erfolgt sein 
könnte. Es ist dabei zunächst auf das Mißverhältnis hinzuweisen, 
welches in der Bilanz betreffs CO, und O, besteht. Es ist zu vermuten, 
daß infolge der sehr hohen Salzgaben nach der Verbrennung von Kot 
und Harn zur C-Bestimmung in der kalorimetrischen Bombe Carbonate 
entstanden sind, wodurch geringe Mengen CO, der gasanalytischen 
Bestimmung entzogen wurden, so daß in den Ausscheidungen zu wenig 
CO, gefunden wurde. Wir haben diese Beobachtung bei diesen Unter- 
suchungen durchweg gemacht, vorläufig aber noch keinen befriedigenden 
Ausweg gefunden. Es ist deshalb der O,-Bilanz der größere Wert 
zuzusprechen. 

Noch ein anderes Moment kommt in Frage. Wenn der Harnstoff 
nicht zu Nahrungseiweiß synthetisiert worden ist, so muß sich nach 
dem Ergebnis der vierten Periode ohne Harnstoff das Tier während 
des ganzen Versuches im N-Defizit befunden haben. Es hat also ständig 
Eiweiß eingeschmolzen, aber dennoch hat ein Ansatz nach der Bilanz 
stattgefunden. Einschmelzung und Ansatz müssen sich die Wage 
bezüglich des Körpergewichtes gehalten haben, wobei noch an die 
Undurchsichtigkeit der Gewichtsverhältnisse infolge der Diurese zu 
erinnern ist. Es kann danach nur Fett zum Ansatz gekommen sein. 
Es ist bekannt, daß bei eiweißarmer, aber kohlehvdratreicher Kost. 
Fettablagerung bei gleichzeitigem N-Verlust bestehen kann (Rubner). 
Dieser Fall muß hier vorgelegen haben. Es würde danr aus der 
CO,-Bilanz ein Ansatz von täglich 24g Fett entsprechend 228 Kal., 
aus der Sauerstoffbilanz ein Ansatz von täglich 4,6 g Fett entsprechend 

II? 
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43,7 Kal. erfolgt sein. Wir neigen dazu, den tatsächlichen geringen 
Fettansatz im Hinblick auf die obigen Erörterungen über die CO,- 
Bilanz und die Gewichtsbewegung in der Nähe der durch die Sauer- 
stoffbilanz ermittelten Zahl zu suchen, zumal diese auch sich in die 
Energiebilanz passend einfügt. 

Zusammenfassend ergibt die Gesamtstoffwechsel- und Energiebilanz 
an der Hand der Respirationsversuche ein Bild des äußerst komplizierten 
Umsatzgetriebes, in welches sich aber ein der N-Retention im 69tügigen 
Harnstoffversuch entsprechender Eiweißansatz nicht ohne Zwang einfügen 
lassen würde. 

Es erhebt sich danach erneut die Frage: Wo ist der retinierte 
N geblieben ? 

Abgesehen von den auf unzureichender Harn- und Kotsammlung, 
also auf groben Versuchsfehlern beruhenden Verlusten, die für unsere 
Versuche nicht in Frage kommen, bestehen hierfür verschiedene Möglich- 
keiten. Ks erschien möglich, daß aus dem Harnstoff bei den Gärungen 
im Pansen Ammoniak entstände, wie es in der Tat auch von uns beob- 
achtet wurde, und daß dann nach Abneutralisation des Panseninhaltes 
NH, in geringen Mengen gasförmig mit den Pansengasen durch den 
bei Wiederkäuern regelmäßigen Akt der Ruktus entleert würde. Anch 
war an einen großen Harnstoff- und Ammoriakreichtum des Harns 
zu denken, der beim Stehen bis zur Aufarbeitung unter Mitwirkung 
der bekannten Zersetzungsvorgänge zu NH,-Verlusten hätte führen 
können. Wir prüften diese Möglichkeit derart, daß wir ein Harnstofftier 
mehrere Stunden im Respirationsapparat iießen und darauf den ge- 
caniten Luftinhalt des Kastens durch vorgelegten H,SO, pumpten. 
Die Kastenluft erwies sich als N H,-frei. 

Ferner war bei der Unübersehbarkeit der Gärungsvorgänge im 
Pansen die Entbindung von elementarem N durchaus in den Bereich 
der Möglichkeiten zu ziehen. Wir prüften dies durch künstliche Pansen- 
gärungen mit Harnstoffzusatz in CO,-Atmosphäre. Die Analyse solcher 
Gärgase ergab, daß sich kein N gebildet haben konnte. 

Endlich besteht noch eine dritte Möglichkeit: die Ausscheidung 
von Harnstoff durch die Haut. Es ist bekannt, daß im Schweiße Harn- 
stoff ein regelmäßiger Bestandteil ist und in der Haut des Schafes sind 
zahlreiche Schweißdrüsen vorhanden, die an der Produktion des so- 
genannten Wollschweißes beteiligt sein dürften, wenn man auch bei 
diesen Tieren ein Schwitzen, wie man es von Mensch und Pferd 
kennt, nicht beobachtet. Es wurde bei einem mit Harnstoff gefütterten 
Schaf ein handtellergroßes Stück der Haut von Wolle befreit und diese 
Wolle mit destilliertem Wasser und Seife gut ausgewaschen; im Wasch- 
wasser fand sich 0.284 g N, also eine sehr große Menge. Dadurch er- 
öffnet sich eine Erklärungsmöglichkeit für die N-Retentionen, und es 
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galt nun, diese Beobachtung exakt zu gonterien und durch Kontrolle 
zu sichern. 

Hierzu diente der folgende Versuch an einem noch nicht ganz 
ausgewachsenen einjährigen Hammellamm Z. 


Versuch an Hammel 2. 


Dieser Versuch wurde angestellt, um sämtliche Erfahrungen der 
früheren Versuche zur Ausschaltung aller möglichen methodischen 
Fehlerquellen auszunutzen und um an einem noch wachsenden Tiere, 
welches noch volle Fähigkeit, seinen Körperbestand an Eiweiß zu 
vergrößern, besaß, die Ergebnisse der früheren Versuche zu kon- 
trollieren. Die Sammlung von Harn und Kot erfolgte durch Harn- 
trichter mit Flasche und Kotbeutel. Das Versuchstier war ein ruhiges 
Tier und ein ausgezeichneter Fresser, welcher die große und wenig 
schmackhafte Ration mit geringen Störungen stets rasch und restlos 
verzehrte und auch jm Respirationskabinett vorzüglich fraß und sich 
ganz gleichmäßig verhielt. 


Allgemeines Versuchsprotokoll. 


Bis zum 17. April 1921 war das Tier eiweißreich mit Hafer, Mais 
Häcksel und Heu gefüttert worden und erhielt ab 18. April 1921 vormittags 
die Versuchsration, die aus 250 g Häcksel, 200 g aufgeschlossenem Stroh, 
300 g Kartoffelstärke und 38 g Salzgemisch bestand. Bereits nach vier 
Tagen wurde die erste quantitative Periode begonnen, die vom 22. bis 
25. April währte. Ab 25. April wurden 20 g Harnstoff zugelegt und Kot 
und Harn bis 4. Mai weiter gesammelt, um den Einfluß der Harnstoffzugabe 
zu studieren. Es wurde dann in gleicher Weise weiter gefüttert und vom 
10. bis 14. Mai abermals Harn und Kot gesammelt; das gleiche war 
vom 20. bis 26. Mai der Fall. Ab 27. Mai sollte die Ration erhöht 
werden, doch konnte das Tier eine Zulage von weiteren 200 g Stärke nicht 
bewältigen. Nach mehrfachem Probieren fraß es vom 12. Juni folgende 
Ration quantitativ: 4C0 g Häcksel, 300 g Stärke, 150 g Kartoffelwalzmehl, 
27,9 g Öl und 20 g Harnstoff, außerdem wurde, um dem Tiere Zucker zur 
Verfügung zu stellen, die Ration mit 10g Diastasolin in üblicher Weise 
verzuckert. Es erfolgte eine weitere quantitative Periode vom 19. bis 
24. Juni. Am 24. Juni wurde 100g Stärke zugelegt und sofort weiter 
quantitativ gesammelt bis 30. Juni. Bei gleichbleibender Fütterung schloß 
sich eine weitere Bilanzperiode vom 6. bis 9. Juli an. Am 1l. Juli 
wurden nochmals 10g Diastasolin zugelegt und vom 19. bis 22. Juli 
wiederum Kot und Harn gesammelt. Am 22. Juli wurde der Harnstoff 
weggelassen, der Harn und Kot aber noch bis 24. Juli gesammelt. Da sich 
hier die Nahrungsaufnahme verschlechterte, wurden 100g Stärke weg- 
genommen und nunmehr eine harnstofffreie Bilanzperiode vom 3. bis 
10. August veranstaltet. Mit dem 12. August wurde der Versuch infolge 
Eintretens von Durchfall und Verweigerung der Ration abgebrochen. Die 
Gesamtdauer des Versuches belief sich also auf 116 Tage, die Dauer der 
ununterbrochenen Harnstoffütterung auf 87 Tage. 
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Tabelle XI. Prozentische Zusammensetzung der Futtermittel. 
Ober Stärke, Walzmehl, Stroh, en vgl. S. 157.) 
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Trocken» As Br in Fet ER Roh» | Roh» Etrakt- N 
substanz : Substanz protein ` faser I stoffe |! 
o, di ' om ite, pe a "o SS a 
Häcksel `, 89,3 5,63 83,67 14 , 3,85 ‚37,61 40 au wei 
Diastasolın rar 70,54 | — -© 70,54 | — : 4,6: | — ; 65,91 0,74 
Öl 2.0. 11,52 | — == SC Se B 





Tabelle XII. Hammel Z. 
Ausnutzung der Versuchsmablzeit in der ersten en ohne Harnstoff. 

















| Trocken, Organ. Roh: | Roh» 8 N: freie 


Ration täglich ' substanz Ashe ETS protein | faser | Extraktstofie N 
et, SS Sr £ Ee u ed 
250 e Häcksel. . 2232 ui 2092 96 940 1056 1.54 
250g Lingner Stroh. 2395 99 229,6 | 7,5 163,9 58,2 1,2 

300g Stärke .. .. 255,7 — 57T — 887 = 

Salze en a ; 27.9 ‚279 mec SEN, GE EE SE 
Tägliche Einnahme . 746,3 ‚519 695 1712579 419,5 2,74 

Tägliche Kotabgabe | 

in 341g Tageskot. 322,2 283 293.9 2881258 1393 460 
Verdaut . 222.2. 3241236 4006 — 171321 802 186 


In Prozenten .... 59 35 577 seier 511 668 negativ 


Die Tagestrockenkotmenge betrug 322,2 g, die Ausnutzung der 
stickstofffreien Substanzen war nur gering. Ein richtiges Bild vermag 
der Versuch nicht zu geben, da die absichtlich kurze Vorfütterung von 
vier Tagen nicht genügen konnte, um den Verdauungstraktus von 
Resten der früheren Ration zu befreien. Die Rohproteinverdauung 
ist stark negativ, es ist vielmehr N durch den Kot ausgeschieden worden 
als eingenommen worden ist. 

Die Ausnutzung in der nun sofort folgenden neuntägigen Periode 
mit 20 e Harnstoff stellt sich wie folgt (Tabelle XIII). Der Harnstoff 
enthielt 9,28 N. 


Tabelle XIII. Ausnutzung in der zweiten Periode. 





Kg aler m e l a e ` 


d Trocke 8 | | | Nofreie | 
| Trocken ET Oian Rohs | Roh» Extraktstoffe: N 
substanz ; Substanz ' protein | faser und Fett | 











S 2 gg g !' g XH o n 
Tägliche Einnahme!). . 746.3 519 | 694,5 Z 17.1 (257,9) 419,5 12,02 
Tägliche Kotausgabe. . 338,8 ` 36,6 | 302.2 ` 33,8 Su 1293 54 
Verdaut .. 2.2.2... 4075 | 15,3; 83923 | — [1188| 2901 i 6,62 
In Prozenten .. ... >46 95|565 ı — |461; 692 5l 


1) Hierzu 20 g Harnstoff, von denen nur 9,28 g N im N-Ausnutzungs- 


stab aufgeführt sind. Der N-freie Teil des Harnstoffs ist bei den N-freien 


Extraktivstoffen nicht mit eingerechnet. 
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An Menge des Trockenkotes und Verdaulichkeit ist wenig geändert. 
Jetzt müßte nun die Dauer der vorherigen Fütterung (8 Tage) genügend 
sein und tatsächlich die Ausnutzung der Versuchsration vorliegen. 
Von einem Einfluß der Harnstoffbeigabe ist noch nichts zu spüren, 
nur die tägliche Ausfuhr von N durch den Kot hat sich erhöht. Es 
kommt dabei, auf Rohprotein umgerechnet, weit mehr zutage, als 
natürliches Rohprotein im Futter zugeführt wurde. Die N-Verdauung 
ist beträchtlich, ein Zeichen, daß vom Harnstoff-N ein großer Teil 
resorbiert worden ist. Die Verdauung der stickstofffreien Stoffe ist 
aber noch sehr gering, es besteht diesbezüglich noch immer eine De- 
pression, wie sie bei extrem stickstoffarmer Kost beobachtet wird. 

Es liegt nahe, hierfür die kurze Dauer der Harnstofffütterung 
verantwortlich zu machen. Der Organismus muß sich erst an diese 
anpassen. Dies geht nun aus der sich nach sechs Tagen anschließenden 
folgenden Periode hervor (Tabelle XIV). 


Tabelle XIV. 


Ausnutzung in der dritten Periode. 


| i Der 
Rohs ı Nefreie 











Token ER Organ. | Roh» 
„substanz | SE Substanz | protein | faser Ee 
a pal ei lel g ç jæ 
Tägliche Einnahme 746,3 | 51,9 6945 | 17.1 257,9 4195 "120 
Tägliche Kotausgabe. . 238,2 j 25 213,2 316 1012 84 5l 
Verdaut. . 2.22... 508.1 | 26.9 4813 2 — 156,7 3391 6.92 
In Prozenten ...... 681 518 693, — 608 80.9 57,6 


In der Tat ist in dieser Periode die Harnstoffwirkung zum Durch- 
bruch gekommen. Die Ausnutzung aller Nahrungsbestandteile ist 
wesentlich erhöht, wie schon aus der Abnahme der täglichen Trocken- 
kotmenge hervorgeht. Die Zugabe des Harnstoffes zur Ration hat, 
wie in den YVöltzschen Versuchen, im Sinne einer Verbesserung der 
Ausnutzung gewirkt. 

Wenden wir uns den N-Bilanzen dieser drei Perioden zu (Tabelle XV) 
so ist zunächst auf die abgesetzten Frischkotmengen hinzuweisen. 
Diese steigen mit Einsetzen der Harnstoffgabe ganz erheblich an. 
um dann allmählich wieder abzusinken, in der dritten Periode sind sie 
wieder ziemlich konstant und in ihrer Menge noch unter die harnstoff- 
freie Periode heruntergegangen. Betrachtet man die entsprechenden 
Tagesmengen lufttrockenen Kotes, so sieht man, daß diese in den beiden 
ersten Perioden, von einigen Schwankungen abgesehen, nahezu gleich 
sind. Es ist also durch die Harnstoffzugabe nur stark vermehrte Wasser- 
abgabe durch den Darm bewirkt worden. In der dritten Periode hat 
sich das Tier auf die veränderten Verhältnisse eingestellt, der Wasser- 
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gehalt des Kotes ist wieder normal und als Folge der besseren Aus- 
nutzung auch die Trockensubstanz verringert. 


Tabelle XV. 
N-Bilanzen der 3 ersten Perioden. 
































Kot Trocken! Wassen | N I N| Nfe San. Tie 
Tag euch e aufnahme : im Kot ‘im Ham; Gesamt | Kack Bilanz ; gewicht 
Oo gi g o ü Lite o g tog g b OR . kg 
22, IV. 1037: 328 : nicht ermittelt 5,33 | 2,14 | 7,471 2,74! — 4,73) 364 
23.IV. 870! 340 ; l 484 | 1,63 | 6.47 | ou. — 3,73 | 34.9 
24.IV. 927! 324 | nicht gesoffen 3,86 | 2,18 | 6,94 | 2,74 3,30! 35,7 
25.IV. 1099, 344 Lë 418 | 169 | 5,87| 2,74 |—3,13; 368 
Im Mittel. . : 455 ; 191 | 646 | 2741-372: — 
ou DV 1257; 364 | 2,3 | 4,45 5,49 | 9,94 | 12,02 | +2,08 | 37,8 
iv Lann 388 | 2 5.60 | 6.06 | 11.66 | 12.02! +038 | 359 
28. DN 1610: 308 | 1,2 5,76 ! 5,96 : 11,72 | 12,02: + 0,30: 36,5 
29.IV. 2184| 396 | 2 6.46 : 6,03 : 12,49 | 12,02 — 0,27: 35,7 
30. IV. 135° 26 2 4.50 | 6,96 | 11,46 [12,02 +0,56) — 
LN. "1445 336 | 2 5.53 . 8,04 | 13,57 . 12,02 — 1,55; 33.5 
2.V. 11438 360 ` 2 5,35 | 7,62 | 12,97 12,02 —0,95| — 
3.V. :1414| 372 2.5 | 6,22 | 7,59 | 13,81 : 12,02 | — 1,79 | 33,3 
Av "os 340 | 25 |485 | 669 |1154 |1202 +048| 340 
Im Mittel. . ; 5,41 | 6,72 | 12,18 | 12,02 | — 0,11; — 
10.V. |1019 244 ` 2 e, — |1202| — 36 
LLN | 727 212 2 4,07 6,54 10,61 | 12,02 | +1,41 338 
12. V. | 697 268 2 3.48 6,06 '` 9,54 12,021 +2,48 33,8 
13.V. | 810 256 2 4,87 ' 591 10,78 ` 12,02 +1,24 33,6 
14.V. 788 304 2 669 6,09 12,78 12,02 — 0,76. 326 
Im Mittel. . | 4,78 | 6,18 | 10,98 | 12,02 | +1,09; — 


Wir erblicken in diesem Verhalten des Organismus das Bestreben, 
sich des Harnstoffes so rasch wie möglich zu entledigen. Bestimmt 
man um Rot den Gehalt an in Wasser löslichem N, so ergibt sich, daß 
dieser in der harnstofffreien Periode 1,02 g, in der ersten Harnstoff- 
periode 2,0g und in der folgenden Periode 2,28 g betrug, also auch 
hier vermehrte Ausscheidung von wasserlöslichem Stickstoff. Die 
Harnmengen können wir bei diesem Versuch nicht heranziehen, da 
sofort aus analytischen Gründen auf 2000 ccm aufgefüllt wurde. Wohl 
aber sprechen die Zahlen der Wasseraufnahme und das Verhalten 
des Tiergewichtes für die vermehrte Wasserausscheidung. 

Die N-Bilanzen selbst bieten gewisse weitere Einblicke. In der 
ersten Periode bestand infolge der kurz vorher eingeführten eiweiß- 
armen Ration starkes N-Defizit, wobei besonders unter Hinweis auf 
die Erörterungen auf S. 147 auf den noch immer beträchtlichen N-Gehalt 
des Harnes hinzuweisen wäre. Mit der ersten Harmnstoffgabe am 25. April 
steigt auch momentan die N-Ausscheidung im Harn und hat bereits 
am zweiten Tage der Harnstoffütterung die Höhe erreicht, die sie 
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im weiteren Verlauf des Versuches (vgl. 10. bis 14. Mai) in der Regel 
innehat. Die Ausfuhr mit dem Kot steigt nur etwa um 0,9g an, die 
vorwiegend in Form von wasserlöslichen N-Verbindungen ausgeschieden 
werden. Die Bilanzen verhalten sich eigenartig. Würde sich aus dem 
Harnstoff sogleich verdauliches Bakterieneiweiß gebildet haben, so 
hätten von vornherein positive Bilanzen eintreten müssen, denn es 
wären dann dem Tiere, welches noch wuchs und außerdem sich acht Tage 
im N-Defizit befunden hatte, täglich etwa 60g verdauliches. Eiweiß 
durch Harnstoff — eine sehr hohe Menge — zugeführt worden. Statt 
dessen sehen wir groBe Schwankungen, die sich im Mittel der ersten 
neun Tage noch zu einem kleinen Defizit verdichten. Starke N-Aus- 
schüttungen im Harn spielen dabei eine Rolle. Erst in der dritten Periode 
stellen sich regelmäßige, stark positive Bilanzen und überhaupt gleich- 
mäßige Verhältnisse ein. | 

Was das Tiergewicht anlangt, so ist Hammel Z mit 36,4 kg in den 
Versuch eingetreten und hat dieses Gewicht unter starken Schwan- 
kungen bis in die ersten Harnstofftage beibehalten. Dann tritt ein 
Abfall ein, der in der dritten Periode mit etwa 33 kg zu einem Gleich- 
gewicht geführt hat. 

Zusammenfassend ist die negative Bilanz der ersten Periode keines- 
wegs sofort durch den Harnstoff in eine positive umgewandelt worden. 
Vielmehr zeigt die zweite Periode das Bestreben des Tieres, sich des 
Harnstoffs zu entledigen. Starke Wasserausschüttung im Kote, er- 
hebliche N-Abgaben im Harn zeigen, daß die Harnstoffgabe ziemlich 
revolutionierend gewirkt hat. Erst in der dritten Periode haben sich 
wieder gleichmäßige Verhältnisse eingestellt. 

Im Sinne der Bakterieneiweißtheorie würde dieser Versuch so 
gedeutet werden können, daß die Pansenflora sich erst an die ver- 
änderten Verhältnisse anpassen, also erst einige Zeit verstreichen muß, 
bis die Bildung von Bakterieneiweiß aus Harnstoff in vollem Umfange 
einsetzt. Dieser Zeitpunkt würde dann in der dritten Periode er- 
reicht sein. 

Man kann den Versuch aber auch anders deuten. Mit dem 18. April 
erhält das Tier eine extrem eiweißarme Ration, infolgedessen sind 
starke negative Bilanzen so lange zu erwarten, bis sich das Tier mit 
der Eiweißmenge der eiweißarmen Ration ins Gleichgewicht gesetzt 
hat. Infolgedessen allmähliche Verminderung des N-Defizits (22. bis 
25. April); die Harnstoffzugabe beeinflußt den Eiweißstoffwechsel gar 
nicht, sie verdeckt nur die genaue Verfolgung desselben an der Hand 
der N-Bilanz, da der Organismus den Harnstoff mit allen Mitteln zu 
entfernen strebt. Infolge der Verminderung des N-Defizits durch 
Anpassung an die eiweißarme Ration wird N-Gleichgewicht im eigent- 
lichen Eiweißstoffwechsel allmählich erreicht. Dieser Zustand ist 
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eingetreten etwa vom 10. Mai an. also in der dritten Periode. In dieser 
Zeit hat das Tier auch die Entfernung des Harnstoffes geregelt, und 
da dieser auch noch auf anderen als den analvtisch kontrollierten 
Wegen den Körper verläßt. treten positive N-Bilanzen auf. 

Zwischen diesen beiden Erklärungen wird man zu wählen haben. 
Wir führen nun zunächst die Respirationsversuche an. 

Die respirierten Mengen CO, und O, und die Gärgase waren 
folgende: 








Gichildet Verbraucnt Gebildet Gebildet 
Periode Resp.-Tay CO; O, CH, H. 
Liter Liter Liter Liter 
22. IV, —25. IV. 21. 22. DTT. 277.4 20.5 2.4 
SIN eA K A A. 319,7 307.9 24.8 3.4 
10. V.—l4. V. 9. 10. 3024 300.9 24.2 1.7 


Der Einfluß der Harnstoffzugabe macht sich ab 25. April durch 
einen erhöhten Gaswechsel und vermehrte Gärung bemerkbar, die in 
der dritten Periode wieder etwas abgeklungen sind. Die Bilanzen der 
drei Perioden stellen sich wie fulgt: 

Wie schon erwähnt (S. 163), haben wir in diesen Versuchen stets 
etwas zu wenig CO, wiedergefunden. Im übrigen liegen die Differenzen 
durchaus innerhalb der Grenzen. zwischen denen die Ergebnisse solcher 
Versuche aus biologischen Gründen hin und her pendeln müssen. Es 
hat also hier nahezu Stoffgleichgewicht bestanden. Der geringe 
Substanzverlust infolge des N-Defizits kommt nicht zum Ausdruck. 

Die Zufütterung von Harnstoff hat das Bild wesentlich verändert. 
Es ist ein deutliches Defizit eingetreten, und wir sehen einen vermehrten 
O,-Verbrauch, also Steigerung der Oxydationen. Dies zeigt, daß die Ein- 
wirkung der Harnstoffgabe einen noch viel tiefgreifenderen Einfluß auf den 
Gesamtstoffwechsel ausübt, als die Betrachtung der N- Bilanzen (Tabelle XV) 
vermulen ließ. Das Bestreben, den Harnstoff zu entfernen, die Um- 
stellung des Wasserwechsels haben einen vermehrten Energiebedarf 
bedingt, zu dessen Deckung die ins Blut aufgenommene Nährstoff- 
menge, die im übrigen nahezu die gleiche wie in der harnstofffreien 
Periode ist, nicht genügte. 

In der folgenden dritten Periode hat sich dieses Bild nun wesentlich 
geändert. Das Versuchstier hat sich an die Harnstoffgabe angepaßt. 
Dadurch ist zunächst, wie oben ausgeführt, die Ausnutzung erhöht 
und infolgedessen, da die Gärungsverluste wenig verändert waren. 
die Menge der ins Blut aufgenommenen Nährstoffe beträchtlich erhöht 
worden. Deshalb hat, trotzdem der O,-Verbrauch nur unwesentlich 
zurückgegangen ist, also die Harnstoffwirkung in dieser Richtung auch 
weiterhin zum Ausdruck kommt, dem Tiere ein Überschuß an Nähr- 
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Tabelle XVI. Erste Periode vom 22. bis 25. April, ohne Harnstoff. 


| | Gebildete 


C O, s Menge 


g 


Tägliche Einnahme in der Ration ` 1163,0 
Tägliche Ausgabe in 336,5 8 





lufttrockenem Kot . . ee 517,4 
Verdaut .. 2.2.2220. rr, 645,6 
Verlust in brennbaren Gasen . . 40,3 
Ins Blut aufgenommen . . .. .| 605,3 
Im Harn ausgeschieden . . .. 21,9!) 
Bleibt übrig . ....22.2.2.2000 583,4 
Respiriertt . ... 2.2220. 544,8 


Verbrauchte 
Oz » Menge 


g 
859,6 


395.5 
464,1 

60,6 

403,5 

i 13,7 
389,8 
396,0 





| 
1 


Gebildete 
Menge 


kg. Kalorien 


3032,1 





1394,0 
1380,0 2) 


Tabelle XVII. Zweite Periode vom 25. April bis 4. Mai, mit Harnstoff. 














| C Os Menge 
a ee e ee SE 
Tägliche Einnahme | 1178,1 
Tägliche Ausgabe in 351, 1g Kot 
(lufttrocken). . .. . 519,2 
Verdaut . . 2.2.2.2... gr 658,9 
Verlust in brennbaren Gasen . . 48,7 
Ins Blut aufgenommen ` .. . . 610,2 
Im Harn verloren. `, 38,7 
Bleibt übrig ..........| 577,5 
Alan e e gë 628,1 
Vom Körper Gen a ee et 50,6 


f Gebildete 


Lux Menge 





Verbrauchte 


Gebildete 


Menge 


KESA 





1425,5 


1657,4 
257,0 


1400,4 
106,4 
1294,0 
1534,5 
240,5 





Tabelle XVIII. Dritte Periode vom 10. bis 14. Mai, mit Harnstoff. 





Gebildete 
C Os» Menge 
ee ne. Ballen, ` o g 
Tägliche Einnahme Pa 1178,1 
Tägliche ee in 3 Kot 
(lufttrocken) . . | 401,9 
Verdaut `... Ké 776,2 
Verlust in brennbaren Gasen . . 47,6 
Ins Blut aufgenommen `, . . .. 728,6 
Im Harn ausgeschieden `, .. . . 31,5 
Bleibt übrig . .... 2.2.2.2. 703.6 
Respiriert `, .. 2... 2220. 594,3 
Für Ansatz. . . 2.222200 109,3 


| Verbrauchte . 


Os,» Menge 


4702 
430,0 
40.2 





1 


` Gebäldete 
Menge 


kg-Kalorien 


1771,7 
81,8 


1689,9 
1500.0 


189.9 


!) Hiervon 6g beim Neutralisieren des Harns zur Verbrennung ent- 


bunden. 


2) Nach Andersen berechnet, auf Grund von 1,909 täglicher N-Aus- 


scheidung im Harn. 
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stoffen zur Verfügung gestanden. Dieser könnte im Hinblick auf die 
positive N-Bilanz wenigstens teilweise zur Eiweißbildung gedient haben. 
Da dies aber, wie in der vierten Periode gezeigt werden wird, nicht 
der Fall ist, so kann es sich nur um einen Fettansatz handeln. Auf 
die Frage der Epidermoidalprodukte wird noch zurückzukommen sein, 
gewichtsmäßig ist der Fettansatz zwischen l4 (aus O, berechnet) und 
20 g (aus Kalorien berechnet) liegend anzunehmen. 

Nach den bisherigen Ergebnissen ist anzunehmen, daß das Tier 
mit dieser Periode bezüglich des Harnstoffs in einen Zustand des 
Gleichgewichts gekommen ist. Es muß danach die nächste Periode 
geeignet sein, die Frage zu erörtern, ob die jwsiliren N-Bilanzen auf 
Täuschung beruhen und der vermißte Stickstoff durch die Haut zur Ans- 
scheidung gelangt ist. Nach weiteren sechs Tagen wurde mit der vierten 
Periode begonnen. 


Vierte Periode vom 20. bis 26. Mai. 








Ausnutzung. 
Trocken `. Organ. © Rohr ; Roh: Nefrie N 
substanz Asche Substanz protein ` faser Ke: co g 
Einnahme. .....g 7463 519. 694.4 171 257,9 4195 1202 
In 271g Kot täglich e 2499 234 226.5 311 1004| 95,0 | 498 
Verdaut . ge 496.4 28.5 4679 — 1575 3245 | 704 
Prozent . Si 66,5 549° 674 — ; 611: 778 | 586 


Die Verdaulichkeit der Ration ist danach die gleiche wie in der 
vorhergehenden Periode. Die Tabelle der N-Bilanzen (Nr. XIX) zeigt 
ebenfalls ein ganz der dritten Periode analoges Bild. 


Tabelle XIX. 











Kot Kot luft: 








Wasser- N N Tier» 

Tag feucht trocken autnahme imKot im Harn Gesamt Bilanz gewicht 

g g Liter >- g g g EE ke ` 
20. 867 244 = 2.03 5.91 10.84 +116 3 
21.: 620 | 184 3 3.82 6.06 988 +2,14 — 332 
92 | 1105 | 292 25 om  5l0 1116 , +086 | 381 
23. 982 | 292 25 4.57 4.20 8,77 +3,25 = 
24.1.9092 ` 284 3 ET 6.75 : 1159 | +0,43 | 331 
25. 1088 304 4 6.13 6.50 | 12.63 ! — 0,61 | 335 
26. 1080 296 Ze 451 6.20 10.71 +132 335 
Mittel .. | 498 | 582 | 108 | +122 | — 


Die Frischkotmengen haben sich wieder auf die durchschnittliche 
Größe der ersten Periode eingestellt; der Kot ist aber immer noch 
wasserreicher wie dieser, die Trockensubstanzmengen sind niedriger 
und der vorigen Periode entsprechend. Die N-Ausfuhr im Kot ist 
etwa gleich geblieben, auch der wasserlösliche Anteil hat mit 2,11 g 
nahezu dieselbe Höhe. 
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Die Respiration wurde am zweiten Tage, am 19./20. Mai am 
Anfang und am 26./27. Mai am Ende der Periode ermittelt. Es wurden 
respiriert: 











CO, O.» | CH, Hə 





i heran _ Liter Liter | Liter Liter 
Am ersten Tag... 2 | 23 6,1 
Am letzten Tag .. 2763 . 261,8 | 23,3 3,5 


Die Übereinstimmung beider Versuche ist gut, die Differenz beträgt 
bei CO, und O, etwa 5 bis 7%. Gegenüber der vorherigen Periode 
ist wieder ein Rückgang festzustellen. Die Gesamtbilanz stellt sich 
unter Zugrundelegung des Mittelwertes wie folgt: 








Tabelle XX. 
Vierte Periode vom 20. bis 26. Mai mit Harnstoff. 

i Gebildete Verbrauchte | Gebildete 
C Os Menge (ae Menge Menge 

E g ` | g kg «Kalorien 
Einnahme .... a. 1178,1 876,1 dE 
Im Kot . 222222200 4255 | 301 | 11413 
Verdaut . . 22 2 22222. 7526 . 546,0 1941,6 
In brennbaren Gasen. . . . . . 487 | : 14,2 264,0 
Ins Blut aufgenommen . . . . . 7039 . 471,8 1677,6 
Im Harn ausgeschieden. . . . . 29,8 | 28.2 | 77,1 
Bleibt übrig . ......... 680,1 4436 | 1600,5 
Respiriertt . ... 222220. 559,8 383,7 1338,8 
Für Ansatz verfügbar ..... 1203 ; 599 | 261,7 


Die Bilanz bietet dasselbe Bild wie die der dritten Periode und 
zeigt damit, daß der Gesamtstoffwechsel des Tieres in der gleichen 
Bahn weiter verlaufen ist. Man kann sogar schließen, daß sich das 
Tier noch mehr als vorher auf die Harnstoffütterung eingestellt hat. 
Als Folge davon ist ein deutlicher Stoffansatz zu konstatieren. Dieser 
würde vollauf genügen, das stickstofffreie Material zur Eiweißbildung 
aus den retinierten 1,22 g N pro Tag darzubieten. Wir halten hingegen 
einen Fettansatz (20,7 bzw. 27,5 g) für wahrscheinlich. In dieser Periode 
findet sich auch die Bestätigung für die Vorversuche an Hammel 50, 
48 und 49; sie bietet nach allem ein Bild der tatsächlich bei Harnstoff- 
fütterung bestehenden Verhältnisse dar und ist deshalb für die Unter- 
suchung des Verbleibens des scheinbar retinierten N besonders geeignet. 

Gemäß dem oben (S. 164) erhobenen Befunde wurde das Tier 
einem Badeversuch unterworfen. Anı 19. Mai wurde es mit reichlichem 
Wasser und Seife in einer Wanne gründlich gebadet, dann sorgfältig 
abgetrocknet und mit Harn- und Kotbeutel versehen. Am 27. Mai, 
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also nach Beendigung der Periode, wurde das Tier in etwa 30 Litern 
destilliertem Wasser mit Seife nochmals gebadet, die Badewasser- 
menge so genau als möglich ermittelt und die N-Bestimmung nach 
Kjeldahl darin ausgeführt. Es ergab sich, daß in dem Badewasser SgN 
enthalten waren. Da acht Tage seit dem ersten Baden verflossen waren, 
war somit pro Tag 1g N als durch die Haut ausgeschieden zu rechnen. 
Die Bilanz stellt sich dann wie folgt: 


Tägliche Einnahme . . . a.a 2.2.2.2... = 12,02 
Tägliche Ausgabe im Harn und Kot . . . = 10,80 

Scheinbare Retention . . 1,22 
Tägliche Ausscheidung durch die Haut . . 1,00 





Rest . . + 0,22 


Da bei der Schwierigkeit eines quantitativen Abbadens und im 
Hinblick auf etwaiges Abscheuern beim Liegen im Stoffwechselkäfig 
sicherlich eher etwas zu wenig N im Badewasser wiederzufinden sein 
wird, schließen wir, daß in der Tat keine N-Retention stattgefunden 
hat, sondern die fehlende, bei dem üblichen Verfahren als retiniert 
festgestellte N-Menge durch die Haut zur Ausscheidung gekommen ist. 

Wir glauben danach, daß sich das Tier in Wirklichkeit entweder 
im N-Gleichgewicht mit dem natürlichen Protein der Futtermittel oder 
im Zustande eines geringen N-Defizits befunden hat und daß die Harn- 
stoffütterung diese wirklichen Verhältnisse verdeckt und die N- Retentionen 
rortäuscht. Es ist nun noch der Beweis zu erbringen, daß das Tier bei 
harnstofffreier Ernährung keinen N durch die Haut abgibt; dies wird 
später im Anschluß an die letzte Periode (S. 182) geschehen. Jetzt 
schreiten wir in der Betrachtung des weiteren Verlaufes des Ver- 
suches fort. 

Die folgenden Versuchsabschnitte sollten den Einfluß noch höherer 
Gaben verdaulicher stickstojffreier Nährstoffe zur Darstellung bringen. 
Zucker stand uns leider nicht zur Verfügung. Es wurde also die Stärke- 
menge gesteigert und zur Verzuckerung Diastasolin beigemischt. 
Dieses wurde dem angebrühten Stärkebrei zugegeben und etwa 14 Stunde 
einwirken gelassen, dann verfüttert. Leider versagte das Versuchstier 
die großen Mengen und wir mußten das Kraftstroh, gegen welches es 
die größte Abneigung zeigte, ausschalten. Nach mehrfachem Probieren 
gaben wir natürlichen Häcksel, der ihm zusagte, und setzten 30 ccm 
Öl zu, um Kalorien und damit Stärkewerte so reichlich wie möglich 
dem Tiere beizubringen. Infolge der unregelmäßigen Aufnahme der 
dargebotenen Rationen ging das Körpergewicht des Tieres auf 31,9, 
also um etwa l1, kg zurück. Es war aber nach wie vor in guter Kon- 
dition und machte einen gut genährten Eindruck. Ab 12. Juni fraß es 
die neue Ration vollständig, welche die folgende Zusammensetzung hatte: 
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i | — CG l i | AJ . 
E u i ; ? 3 , Nofreie 
locken E Organ. ‚Roh | Roh | Roh Extrakt N 
| substanz | ' Su stanz fett [protein faser | Stoffe 
e I a ig oo E!E E 8#. €i 
400g Häcksel . . . . . | 357,2 225, 334,7 56 154'1504 163,3 2,46 


150g Kartoffelwalzmehl 136,6 | 5,2 131,4 op 64, 3,6. 120,7. 1,04 
3008 Stärke . . .. | 255,7 | 2557 — — '  — 205,7 








10g Diastasolin 70: — 70 — 09 — 66 0,08 
ccemÖl ...... | DIN ie DI: a ee ` "ë 
20 g Harnstoff a a = eh pe d — 928 
Salzgemisch. . . . . . | 279,279 — = =~ 71.7 7 

| 812,3 155,6 | 756,7 '34,1' 22,7 — 1285 


Die mit dem 19. Juni mit dieser Ration beginnende fünfte Periode 
gliederte sich in drei aufeinander folgende Teilperioden, vom 19. bis 
21. Juni, vom 22. bis 24. Juni und vom 24. bis 30. Juni. Am 24. Juni 
wurde zum Zwecke des Studiums des Einflusses eine Vermehrung 
der Kohlehydratgabe auf die N-Ausscheidung die Ration um 100g 
Stärke erhöht. 

Die Ausnutzung stellte sich in dieser fünften Periode wie folgt: 


Tabelle XXI. 
an in der fünften Periode. 





| 


























| , $ SC Ae a 
TEE TEE 
EF 2» "SS, Zë agase: N 
sl 2823 2&5] 3 |x%3 
„Fa < O7, g | gei e ES 
D Einnahme . e 812,3 55,6 756.7 34.1 22.3.154.0 546.3 12,87 
oL Ge TäglicherKot g '287,9 29,2 258,7 12.6 323 943 119,5 5.16 
VI AN "vu Verdaut e 5244| 26,4 498, a — 597488 Tal 
In Prozenten . ` 65 Ga 581 — 39,0 78.1 59.9 





. Teil 70 34,2 101.7, 136,4 5.38 


vom 21. VI. | Verdaut .. He 505.7 283.3 Sie 27,1 — | 52,3|409,9) 7,49 
bis 24. VI. dë Prozenten . || 622 ss 631795 -- ; 34.0| 750; 582 


























8 Wei | Einnahme . g 8975, 55.6 841,9 34.1223 154.0 631,5 12.87 
SE Ten Täglicher Kot g 347,4 33,5 313.9 25.3 41,3: 111,6'135,7: 6.61 
} +. eh We 
bis 30. vi Verdaut . . g 550,1 22,1 528.0] 8.8 — 42.440581 6.26 


| In Prozenten . 61,3: 39,7) 62,7 255 — | 275 785 514 














Die Ausnutzungstabelle ergibt für die beiden ersten dreitägigen 
Teilperioden eine gleichmäßige gute Ausnutzung für Kohlehydrate und 
Fette. Auch die Rohfaser wird gut verdaut, wobei zu beachten ist, 
daß hier inkrustierte, also schwer verdauliche Rohfaser vorliegt, 
während früher nur fast reine Zellulose gegeben wurde. 
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Der Respirationsversuch, den wir vom 23. bis 24. Juni ausführten, 
zeigt, daß dem Tiere mit der hohen neuen Ration genügend Nährstoff- 
mengen zum Ansatz geboten wurden. Hierüber gibt die folgende 
Bilanz Auskunft: 


Tabelle XXII. 
Fünfte Periode vom 21. bis 24. Juni. 
Respirationstag 23./24. Juni. 





| Gebildete | Verhrauchte | Gebildete 

CO: Menge ` ` O}: Menge Menge 
S ` g 8 | g kg- Kalorien 
Einnahme . ......2.2.. 1300,6 1007.7 3465.6 
Im Kot aaa‘ 516.4 399,0 1376.5 
Verdaut . 2.2.22 2220. 784,2 608,7 2089,1 

Ausgeschieden in brennbaren 

Gasen oaa‘ 41,1 63,3 214.3 
Ins Blut aufgenommen . . . . . 743.1 545.4 1874.3 
Im Harn ausgeschieden. .... 33.5 32,6 881 
Bleibt übrig . . . 2.2.2.0. 709,6 512,8 1785.2 
Respiriertt .. 2.2.22 2220. 587.0 4200 1466.9 
Für Ansatz e, 126 92,8 318.3 


Es ist, wie man hieraus sieht, sehr viel mehr zur Resorption ge- 
langt, als in den früheren Perioden und trotz der Steigerung des Um- 
satzes, wie er sich in der Respiration ausdrückt, Material zum Ansatz 
zur Verfügung gewesen. Trotz der veränderten Ration liegen also 
die Verhältnisse ähnlich wie in den früheren Perioden. 

In der dritten Teilperiode (Tabelle XXI) macht sich der Einfluß 
der vermehrten Stärkegabe durch eine starke Depression der Fettverdauung 
und eine Herabsetzung der Rohfaserverdauung bemerkbar, während die 
Verdauung der stickstofffreien Extraktivstoffe nicht vermindert ist. Die 
starke Herabsetzung der Fettverdaulichkeit ist sehr interessant; denn 
bei der Fettverdauung kann es sich nur um fermentative Spaltung 
handeln, die Herabsetzung also nicht wie bei der Rohfaser die Folge 
einer Beeinflussung der Gärungen sein. Leider haben wir gerade von 
dieser Periode keinen Respirationsversuch. Es ist auch zu bemerken, 
daß die wirkliche Ausnutzung in dieser Periode noch wesentlich 
schlechter gewesen ist. Da sie ohne Vorfütterung anschloß, sind min- 
destens in den beiden ersten Tagen noch gut verdaute Kote, die der 
vorhergehenden Periode angehören, zum Absatz gekommen. 

Die N-Bilanzen (Tabelle XXIII) vom 19. bis 24. sind bis auf den 
vorletzten Tag positiv mit Retentionen in der üblichen Höhe. Das Tier 
verhält sich also auch bei der veränderten Kost ganz wie vorher. Im 
letzten Teil der Periode macht sich nun die Einführung von weiteren 
100 g Stärke in die Ration deutlich bemerkbar. Die N- Bilanzen werden 


EES 
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‚ teilweise negativ, und zwar infolge einer vermehrten N-Ausfuhr im Kot. 
Auch die Kotmenge steigt stark in den letzten Tagen an, ein Zeichen 
der Verschlechterung der Ausnutzung. Vermehrte Kotmasse bedingt 
naturgemäß auch vermehrte Bildung von Darmschleim, also Ausfuhr 
stickstoffhaltigen Materials. Die sich durch alles dies anzeigende Ver- 
dauungsdepression wäre unverständlich, wenn der Harnstoff-N durch 
Bakterienwirkung zum Eiweißaufbau verwendet worden wäre In 
diesem Falle hätte die vermehrte Zufuhr von verdaulichem Kohle- 
hydrat keine Depression hervorrufen dürfen, da noch ein genügend 
enges Nährstoffverhältnis von etwa 1:7 bestand. Auch hätte man 
bei der dann ja bestehenden hohen Eiweißzufuhr nach den bekannten 
Gesetzen des Eiweißstoffwechsels und seiner Beeinflussung durch 
Kohlehydrat eine Herabdrückung des N-Umsatzes, also vermehrte N- Reten- 
tionen erwarten sollen. Hingegen hat das Tier in den letzten Tagen 
der Periode Körpereiweiß zugesetzt. Das Tiergewicht zeigt eine 
vorübergehende Steigerung, schließt aber die Periode mit dem niedrigen 
Anfangsgewicht ab. 


Tabelle XXIII. 
N-Bilanzen der fünften Periode. 





Frisch- | Kot luft» Wassers N | N . N 





























29.V1.' 1618 | 424 | 
30.V1. 1368 | 428 | 


Mittel. . 661 602 mal — +08 — 


i | ier» 

Tag ` kot ` trocken aufnahme ` im Kot, im Harn | Gesamt | Einnahme __ Kara 

eg i Lte | g | e g po Som kg ` 
29.V1. | 978, 276 | — |501 om 1107 | 1285 am 319 
20.vı.| 1180 | 340 ` — 153 | 588 | 11,22! 1285 |+1,63! 322 
21.VI.| 1067 | 336 ` — |513 | 6,16 | 11,29 | 12,85 +156! 320 
22 VI |1146 | 360 ` — |576 | 484 1060 1285 +225 3L9 
23.VI.;; 1200 | 364 | — |624 | 7,46 13,70 12,85 ;—0,85! 31,5 
24.V1." 945| 284 į — |413 | 7,75 | 11,88 | 12,85 !+0,97 32,4 
Mittel. . 597 | 6.85 | 18 — +128 — 
>5.v1.| 920i 272 | — : 408 | 7,33 | 11,41 12,85 |+1,44; 33,6 
zevill 967 ! 300 — "BU | 587 11,98 12,85 |+0,87: 33,5 
27.VI. | 1322 | 440 | — "on oan |1352! 1285 —067; 325 
28.VI. i 1423 | 428 ' — 692 569 ` 12,61! 12,85 |+0,24; 32,8 
— 7,88 : 6,13 14,01 . 12,85 :—1,16, 32,7 


789 | 432 12,21: 12,85 |+0,64| 31,9 








Nach sechs Tagen ließen wir eine weitere sechste Periode folgen, 
da wir annahmen, daß dann die Einstellung des Tieres auf die neue 
Ration erfolgt sein müsse. Das erwies sich als richtig. 

Die Ausnutzung war wieder völlig normal. Sie betrug, in der 
üblichen Weise errechnet, für Trockensubstanz: 66,7%, ; Asche: 56,8% ; 
organische Substanz: 67,3%; Fett: 72,1%; Rohfaser: 37,2%; stick- 
stofffreie Extraktstoffe: 78,8% N: 56,803. 

Biochemische Zeitschrift Band 133. 12 


178 A. Scheunert, W. Klein u. M. Steuber: 


Auch die N-Bilanzen boten wieder das bekannte Bild regelmäßiger 
N-HEetentionen von der üblichen Höhe. 


Tabelle XXIV. 
N-Bilanzen der sechsten Periode. 





l Frische Kot lufte! Wassers IN N | N N 

















Tag i kot nn | Wasser, | Sai Kot, im Harn | Gesamt | Einnahme l Bilanz : gewicht 
e GË Liter S e 1 E E Bremen, e SE kg 
e en SE E EN 
6. VIL| 578 | 228 | 509 Am | 917| 1285 +3.68 332 
7.vII.|| 703 e B: 6,32 5.91 12,23 12.85 + 0.62) — 
8. VII.|| 1000 2 4,47 4,68 9,15 12.85 |+ 370| 32.5 
9. VII.) 665 D 6, A4 5,49 11,93 12,85 |+ 0.92; 32.7 





Im D . | 556 | 504 | 106 | — +23 — 

Der Kotabsatz ist nicht mehr ganz regelmäßig. Das Tiergewicht. 
hat sich wieder etwas gehoben. Es stieg auch in der folgenden Periode 
noch etwas weiter an und schwankt zwischen 33 und 34 kg. Bei der 
außerordentlich reichlichen Zufuhr von stickstofffreien Nährstoffen, 
das kleine Tier nahm 2269 Kal. ins Blut auf, mußte dies auch erwartet 
werden. Wir erblickten hierin. den Ausdruck eines täglichen Fett- 
ansatzes. 

Dies zeigt auch wieder die Gesamtstoffwechselbilanz auf Grund 
des Respirationsversuches. 


Tabelle XXV. 
Sechste Periode vom 6. bis 9. Juli. 
Respirationstag 4./5. Juli. 








Giebildete Verhrauchte Km Gebildete 


CO,» Menge Oz» Menge Menge 

ks SE, H u, kg» Kalorien 
Einnahme . ... 2 M375 1107,3 | 3817,6 
KOC 2 ee 20 Ee win 501.1 | 405.9 -13696 
Verdaut `, 936.4 ` TOLLE 2488 
In brennbaren Gasen . .. 2.0 35.4 532 ` 179.0 
Ins Blut aufgenommen . . . . . i 901,0 | 648,2 2269.0 
Im Harn ausgeschieden. .... 26.6 | 24.5 67.0 
Bleibt übrig `, Su. 623,7 2202.0 
Respiriert s asus... a w ok 626.1 | 425,0 1506.1 
Ansatz, DB 198,7 698.6 


Man sicht, daß die für das kleine Tier gewaltige Ration zwar zu 
einer Steigerung des Umsatzes geführt hat, ihm trotzdem aber er- 
hebliches Material zum Ansatz zur Verfügung gestellt hat. Da nach 
den Ergebnissen des Badeversuches der vierten Periode keine wirklichen 
N-Retentionen stattgefunden haben können, kann es sich wieder nur 
um Fettansatz handeln. 
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Am 11. Juli wurden zwecks besserer Ausnutzung noch weitere 
l0 e Diastasolin zugegeben und endlich am 19. Juli die letzte Periode 
begonnen; unmittelbar anschließend wurde dann mit dem 22. Juli der 
Harnstoff aus der Ration weggelassen. Das Tier hat nach Überwindung 
der Depression in der fünften Periode die hohe Ration stets gut ver- 
zehrt und ausgenutzt, war lebhaft und munter und hielt sich auf seinem 
Körpergewicht von 33 bis 34 kg. 

Was zunächst die Ausnutzung in der siebenten Periode, die vom 
19. bis 22. ermittelt wurde, anlangt, so war dieselbe wie in der vorigen 
Periode eine sehr gute. Sie betrug für Trockensubstanz: 65,9% ; Asche: 
56,5%; organische Substanz: 66,5% ; Fett: 81,8%, ; Rohfaser: 28,6% ; 
stickstofffreie Extraktivstoffe: 78,5% und N: 61,9%. 

Bezüglich der Ausnutzung hat sich also nichts geändert. Die 
N-Bilanz gestaltet sich wie folgt: 


Tabelle XXVI. 





Frisch, ` Kot lufte | Wasser ' N | N N ` N N io Tiers 








Tag kot . trocken aufnahme | im Kot im Harn Gesamt Einnahme _ Bilanz gewicht 
E?  Urer Gë EO RODO R | E An 
I9.VIL. R52; 256 | 35 |409 604 wu 1293 428 333 
20. VIT. | 959; 328 25 |521 "Gan 12,11, 12.93 i`{-082: 33,7 
vum 352 | 30 |535 |636 |1171 1293 |= 192 334 
22 VILE 987, 316 | 35 |508 5,40 |1048 1293 :~ 245° 335 

Im Mittel. . | 493 | 6,12 | 1105| 1293 +18 — 

Ab 22. VII. ohne Harnstoff 
23. VIT. , 1080 | 364 35 |479 E 8,03] 365 `--438' 33.3 
4.VIL 827° 312 35 |304 |098 | 402| Am ër 334 
25. VIL. 1238 | 400 0.25 :458 | nicht mehr ermittelt © -— 1.338 
26. VIIL. 1220 | 392 N E S e, ` ZE 
EE Sech zen e Ee uam 035,0 


| i 39 


Aus vorstehender Tabelle ist zu entnehmen, daß die Trocken- 
und Frischkotmengen sich im Rahmen der bei den früheren Perioden 
festgestellten Mengen bewegen. Die Kotstickstoffmengen sind im 
ersten Teil der Periode gegen früher niedrig, die Harnstickstoff- 
mengen dagegen von der gleichen Höhe; ebenso sind die bekannten 
N-Retentionen vorhanden. Nach dem Weglassen des Harnstoffes 
erhalten wir das gleiche Bild wie bei Hammel 49 und 50, nur tritt der 
Absturz der N-Ausscheidung im Harn noch stärker zutage. Bereits 
nach einem Tage ist mit 0,98 ein Minimalwert erreicht, der dem ent- 
spricht, der von Völtz beim Versuch an Hammel 2 (l. c., S. 175) ohne 
Harnstoffzugabe erhalten worden ist. Wir haben es also mit einem 
unleren Grenzwerl zu tun. Das sagt aher nichts anderes, als daß der N, 
der durch den Harnstoff in den Vorperioden täglich eingeführt worden 
isl, auch täglich wieder zur Ausschüttung gelangte. Es ist also von diesem 

12* 
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N sicher nichts zur Ablagerung gekommen. Es würde auch allen Er- 
fahrungen und Gesetzen des Eiweißstoffwechsels widersprechen, wenn 
nach Ablösung einer eiweißreichen Ernährung durch eiweißarme die 
Harnstickstoffmenge plötzlich in einem Tage ein Minimum erreichte. 
Es würde vielmehr zu erwarten sein, daß dieses erst allmählich im Laufe 
mehrerer Tage erreicht wird. Wie dies bei unserem Versuchstiere vor 
sich gehen würde, zeigt die zu diesem Zwecke absichtlich zu früh nach 
dem Eiweißentzug begonnene erste Periode vom 22. bis 25. April 
(Tabelle XV). Hier war bis zum 18. wirklich eiweißreich, von da ab 
extrem eiweißarm gefüttert worden. In der vier Tage später beginnen- 
den ersten Periode wurden aber Harnstickstoffmengen von 1,6 bis 
2.1 g abgesetzt. 

Da wir es womöglich erreichen wollten, das Tier ins N-Gleich- 
gewicht zu bringen, fütterten wir harnstofffrei die gleiche Ration 
weiter, mußten aber bald auf 300 g Stärke zurückgehen, da das Tier 
anfing, zögernd zu fressen. Nach acht Tagen schlossen wir eine letzte 
Periode von achttägiger Dauer an. 


Das Tier fraß bis zum 12. seine Ration aus, fraß aber immer lang- 
samer, und es machten sich Zeichen gestörter Sekretion der Verdauungs»- 
säfte und große Trägheit der Pansenbewegungen bemerkbar. Ferner 
begann die Kotmenge stetig zu steigen, und am 9. August fanden wir 
im Kot erstmalig größere Mengen unverdauter Stärkekörner. Die 
Ausnutzung wurde also immer schlechter, die bei stickstoffarmer Kost 
bekannte Depression der Verdauung der stickstofffreien Stoffe trat 
immer deutlicher zutage. Am 12. August setzte Durchfall ein, und wir 
mußten den Versuch abbrechen. 


Tabelle XXVII. 


Ausnutzung in der achten harnstofffreien Periode vom 3. bis 11. ar 


Ä 




















Es ER EE 
ER S S \ "S z ae 
SZ | Asche SZ Fett GN BSL N 
EE Sé € © |: 
5 KE Kn ele E Gs i 
Finnahme ...... g 8104 556 763.8 34.1 228 154,0 5520 DI 
Ausgabe in 440 Trocken. ` | 
RE g 419.6, 23,7 EEN 8,8 17,74 166,46 203,9 2,34 
Verdaut `, g 3998 31.9 1367,9: 25,3 5,06 | — 349,0 0,81 
Prozent... 2.2... 4881574 | 482 742 222 negativy 681 2? 


Die Ausnutzung ist also schlecht geworden, die Rohfaserverdauung 
ist sogar negativ. Die durch den Harnstoff angefachten Gärungen 
sind offenbar beträchtlich zurückgegangen. Hervorzuheben ist, daß 
die Rohproteinverdauung nunmehr positiv ist und 22,2%, beträgt. 
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Von besonderem Interesse ist die Gesamtstoffwechselbilanz, die 
wir auf Grund eines vom 11. zum 12. August durchgeführten letzten 
Respirationsversuches in der folgenden Tabelle aufführen. Es ist dazu 
zu bemerken, daß wir zur Berechnung der Elementaranalyse und 
Kalorimetrie des Kotes nicht wie bei den früheren Perioden das 
Tageskotmittel der ganzen Periode, sondern die Tageskotmenge vom 
Respirationstag (11. August) also 492 g zugrunde gelegt haben. Wir 
hielten dies im Hinblick auf die in den letzten Tagen der Periode 
stark vermehrte Kotausfuhr (Tabelle XXIX) für notwendig, da nur 
diese dem wirklichen Zustand des Tieres während des Respirations- 
versuches voll entsprechen konnte. 


Tabelle XXVIII. 


Achte Periode vom 3. bis 11. August, ohne Harnstoff. 
Respirationstag 11./12. August. 








\ l Gebildete Ä Verbrauchte | | Gebildete 
' COs Menge (ae Menge | Menge 

HH" _kg+Kalarien 
EUER : Dan eo Re = 
Einnahme . ......220.. | 1310,9 . 1015.2 | 3488.6 
In 492g Ko, 766,0 588,0 | 2024,7 
Verdaut . . 2 2 2 2 2 2 2 22. 544,9 | 4272 : 1463,9 
Brennbare Gase ........ 3050000043 | 1479 
Ins Blut aufgenommen `, `, ` 514,4 | 3839 : 1316,0 
Im Harn ausgeschieden... . . . | 14,8 12,8 | 42,5 
Bleibt übrig . ......... i 499.6 | 371,1 : 12735 
Respiriert .... 2.222200. 404,6 3562 | 12124 
Für Ansatz. .. aaa’ 200. | 95,0 | 14,9 | 61,1 


Es muß zunächst auf die infolge der schlechten Ausnutzung großen 
Nährstoffverluste mit dem Kot aufmerksam gemacht werden. Ver- 
dauung und auch Gärungen lagen gegenüber den früheren Perioden 
darnieder. Vor allem ist aber auch viel weniger respiriert worden als 
in den Harnstoffperioden. Der Gesamtstoffumsatz war also gegenüber 
diesen herabgesetzt. Infolge dieses geringen Umsatzes ist aber trotz 
allem noch ein Überschuß an Nährstoff dem Tiere als Ansatz zugute 
gekommen. Dieser kann nur in Gestalt von Fett erfolgt sein. Es will 
uns scheinen, als ob bei Hammel Z. durch die Fütterung von Harn- 
stoff der O,-Verbrauch, also die Verbrennungen und damit der Stoff- 
wechsel gesteigert würden ‚und mit dem Wegfall des Harnstoftes 
ein Rückgang eintrete. Die Kot- und Harnbilanzen der nächsten 
Tabelle geben hierüber noch weitere Auskunft und vervollständigen 
das Bild. 
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Tabelle XXIN. 


N-Bilanz der achten Periode, ohne Harnstoff. 





Frisch Kotlutes Wasser N N N N - Tier: 

Tag kot rocken aufnahme ım Kot im Ham Gesamt Fırrahme Bilang gewicht 
z 2 Liter a 2 N g kg 
3. VIH. 1180 380 3 3.0] LHS 4.126 363 (Än 334 
LN NIE 1382448 3 3.2 1132 4422 3.65 —0772 335 
5 VHJ 1462 432 3 Aan Lui 454 365 OI — 
6 VII 1292 392 3.3 227 Lu 3278 3.65 —0372 328 
TVIL 1255 396 Kr 242 Læn 3422 365 —0228} 33.0 
8. VITE 1607 {s8 3.5 I! mat 3020 3.65 — 0430 33.1 
9. VII. 1375 432 3.5 2.57 (ui 3.536 3.65 —01ll4 330 
19. VIII. 1465 500 25 3.02 0996 3998 365 —0.348 329 


IVIL 1335 A 


Die N-Ansscheidung im Kot ist gegenüber der vorhergehenden 
Periode noch zurückgegangen. was im Hinblick auf die im Gegensatz 
dazu gesteigerten Kotmengen bemerkenswert erscheint. Es sind alle 
noch von der vorhergehenden Harnstoffütterung herrührenden N-Reste 
nunmehr ausgeschieden worden, so daß das N-Gleichgewicht nach- 
weisbar geworden ist. Wir nehmen an. daß sich das Tier schon etwa 
seit der dritten bis vierten Periode in diesem Zustande befunden hat. 
Das Tier hat sich auf ein Minimum des N-Umsatzes eingestellt und sich 
in den letzten Tagen der Periode tatsächlich im Stiekstoffgleichgewicht 
befunden. 

Es war von Wichtigkeit. in diesem Versuch die Stickstoffausscheidung 
durch die Haut zu kontrollieren. Deshalb wurde das Tier am Tage vor 
und am Tage nach der Beendigung des Versuches gebadet und das 
letzte Badewasser auf N untersucht. Es ergaben sich darin nur Spuren 
ron N. Es ist danach in der harnstofffreien Periode kein N durch die 
Haut ausgeschieden worden. Wir werden hierdurch in unserem Schluß, 
daß der während der Harnstoffütterung verschwundene N nicht wirklich 
angesetzt, sondern durch die Haut ausgeschieden wurde, bestärkt. 

Hiergegen kann immer noch der Einwand erhoben werden, daß 
das Tier in der letzten Periode abnorm stickstoffarm ernährt wurde 
und dies der Grund der fehlenden N-Ausscheidung durch die Haut 
sein könnte. Weiter könnte man gegen unseren Versuch einwenden, 
daß das Tier vielleicht ein schlechter Eiweißverwerter sei, der zu einem 
wirklichen N-Ansatz gar nicht befähigt sei. Wir haben zur Entkräftung 
dieser Einwände den Versuch fortgesetzt und dem Tiere nunmehr 
eine reichliche Eiweißzulage in Form von Hafer gegeben. Allerdings 
hatte die Verdauungsstörung, die zum Abschluß der letzten Periode 
führte, eine längere ungenügende Nahrungsaufnahme zur Folge, so 
daß das Tier bis zum 27. September sein Gewicht auf 27,5 kg verminderte 
und sehr schlecht aussah. Dann begann es, sich langsam zu erholen 
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und wurde ab 6. Oktober wiederum in den Versuch genommen. Es 
erhielt von da ab täglich: 300g Hafer, 300 g Häcksel, 300 g Stärke, 
50 g Kleber, 20 g Diastasolin, 12,09 g Öl gefüttert, die ihm 12,45 g N 
täglich zuführte. Nach 18tägiger Fütterung wurde vom 30. Oktober 
an ein Bilanzversuch angestellt, der leider nur bis zum 2. November, 
also vier Tage ungestört verlief, da das Tier dann erneut dünnen, zum 
quantitativen Sammeln ungeeigneten Kot absetzte.e Die Fütterung 
wurde weiter fortgesetzt. Die Bilanzen gestalteten sich wie folgt: 


Tabelle XXX. 
N-Bilanz der neunten Periode, ohne Harnstoff (eiweißreich). 




















Frisch | no N NNN N | Tier 
Tag kot ; ? im Kot , im Harn Gesamt ` Einnahme ` Bila ; gewicht 
g | Liter | g og oo og o| g ee E 
| ! ! 
30. X. | 482 3 | 372 wë 102 : 1245 +225] 33,2 
31. X. 578 > 27 3,77 6,78 ' 10,55 | 1245 +1,90 | 33,4 
XI. | 766 . 2 5,17 597 | 11,14 1245 , +1,11 | 34,2 
2. XI. | 685 25 | 4,21 ; 6.30 ,1051 : 1245 +19 | 34,2 
3 XI | 832 28! — Se ee e — | 345 


Man sieht, daß bei dieser eiweißreichen Ration trotz 18tägiger 
Vorfütterung noch immer N verschwand, das Tier sich also ganz gleich 
wie bei der Harnstoffütterung verhielt. Das Tier wurde am 22. Oktober 
sewaschen und dann am 9. November, also nach 18 Tagen, während 
der es dauernd die eiweißreiche Ration erhalten hatte, wieder gebadet. 
Im Badewasser dieser 18 Tage fanden sich bei der Analyse 0,2400 N, 
das sind pro Tag 0,013 g, also Spuren. Obwohl das Tier bei dieser 
Ration, wje der Bilanzversuch zeigt, ständig N zurückhielt, fand hier 
keine Ausscheidung durch die Haut statt; hierbei handelt es sich also 
um wirkliche Retentionen. Infolgedessen sind die oben gemachten 
Einwände entkräftet. Weder bei eiweißarmer noch bei einer so eiweiß- 
reichen Fütterung, daß Eiweißansatz stattfindet, sondern nur bei Harn- 
stoffgaben erfolgt die gewichtsmäßig in die Wagschale fallende Aus- 
scheidung von N durch die Haut. 

Über die Form, in der dies geschieht, wurden keine Untersuchungen 
angestellt; vermutlich erfolgt die Ausscheidung als Harnstoff selbst. 
Auch Ammoniak könnte in Frage kommen (Grouxen!). 

Gad Andresen?) hat vor kurzem gezeigt, daß im Schweiße der 
Harnstoff in einer höheren Konzentration als im Blute angetroffen 
wird, und hat dies auf die Tätigkeit der Schweißdrüsen zurückgeführt. 
Es wurde nun zur Erhärtung obiger Befunde auch der Harnstoffyehalt 


I) Grouven zit. nach Kellner, Fütterung der landwirtschaftl. Nutz- 
tiere, S. 70. 9. Aufl., 1920. 
°) Gad Andresen, diese Zeitschr. 116, 266, 1921. 
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und Reststickstoffgehalt des Blutes eines Hammels fortlaufend bestimmt. 
der erst ohne, dann später mit Harnstoff gefüttert wurde?). 

Tabelle XXXI zeigt, daß tatsächlich eine Zunahme des Harnstoj]- 
gehaltes und des Reststickstoffyehaltes im Blute vm Abhängigkeit von 
der gefütterten Harnstojfmenge erfolgt ist (2. IIL, 27. DI, 10. V.. 
Der gleichzeitig ermittelte Blutzuckergehalt blieb unverändert. 


Tabelle XXXI. 


Ration: 300 g Strohhäcksel, 250 g Stärke, 150 g Melasse, 100 g Zucker, 
25 g Hefe, 30 g Leinöl, Salzgemisch. 








. l p Ab 1. HI. 

Futterung Harnstoftfrei auich 20.2 Hanistält 
wurd 7 fruh ` det l 
Blutentnahme `... 21.11. 23.11. 25.11. 28.11. ZIL 6.11l. SI 20. Hi. 

mu mg my mg mg mg ‚mg mg 
Zucker. . . in lWccın 833 66.6 66.6 621 769 83.3 80 54.2 


Rest-N. .. „I. äu 26 25 i2% 236 375 375 236 
Harnstoff-N . 100 .. 75 75 85:75 12 216 162 16% 





Ab 21.11. Ab IuN. 


Giedel: taxlich 40 g Harnstoff harnstofftrei 
` bie = 20000 Schlachthl, 
Blutentnahme . . . .. 237.11. AN LV. AA. 8. V. 10. V. 13V. 
mg -> my mg Dy mg mg m, 
Zucker. . . In 100 cem 68.2 62.5 074 66.6 66.6 68.2 EI 
Rest-N. .. a m. Alk 375 375 35353 2973 166 
Harnstoff-N . 100 . 25 333026 34 25 15.8 9 


Die Normalwerte für Harnstoff-N und Rest-N im Schafblute 
schwanken nach noch nicht veröffentlichten Untersuchungen zwischen 
7,5 bis 14.6 mg bzw. 21,5 bis 33.5 mg. Somit ist eine Überschwemmung 
der Harnstofftiere, die oben schon aus der beobachteten Diurese und 
anderen Befunden abgeleitet wurde, auch durch die direkte Blutunter- 
suchung erwiesen. Nach den Befunden unserer Badeversuche müssen 
wir annehmen, daß sich an der Beseitigung dieser Überschwemmung?) 


1) Die Analysen wurden nach der Folinschen Methode entsprechend 
den Vorschriften von Mandel und Steudel durch Fräulein Dr. v. Pelehrzim 
ausgeführt. 

2) Noch auf eine andere Beobachtung in dieser Richtung sei kurz hin- 
gewiesen. Es zeigte sich bei einigen Tieren, daß der normal gegen L.ackınus 
alkalische Harn nach Einsetzen der Harnstoffütterung kürzere oder längere 
Zeit sauer oder neutral reagierte, wobei er hellgelb und durchsichtig wird. 
Solche Harnbeschaffenheit bei Pflanzenfressern wird im allgemeinen durch 
vermehrte Phosphatausscheidung im Harn bedingt, die normalerweise bei 
diesen Tieren als sekundäres oder tertiäires Phosphat durch den Dickdarın 
erfolgt, während der Harn nur äußerst geringe Mengen enthält. Wir unter- 
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auch die Schweißdrüsen als Exckretionsorgane beteiligen. Über die Tätig- 
keit der Schweißdrüsen beim Schaf und die Beschaffenheit ihres Sekretes 
wissen wir so gut wie nichts. An der physikalischen Wärmeregulation 
beteiligen sie sich sicher nicht (Schafe hacheln in der Hitze, wie wir 
oft beobachteten), Wolldecke und Fettschweiß würden dies auch ver- 
hindern. Da nach unseren Badeversuchen bei normaler Kost nur 
Spuren von stickstoffhaltigen Substanzen in das Badewasser über- 
gehen, muß in der Erhöhung des Harnstoffgehaltes des Blutes über 
die normalen Grenzen der Sekretionsreiz vermutet werden. Hier 
eröffnen sich interessante physiologische Fragestellungen. 

Der Versuch an Hammel Z gibt nun noch in seiner Gesamtheit 
einige Ergebnisse für den N-Haushali dieses Tieres. Bei den ersten Ver- 
suchen an Hammel 50, 48 und 49 war es nicht gelungen, ein N-Gleich- 
gewicht zu erzielen. Erst bei Hammel Z gelang dies. Das Tier schied 
dabei täglich 1,03g im Harn aus, sein Körpergewicht betrug 33,1 kg 
im Durchschnitt. Es ist damit nach der gewöhnlichen Berechnungsart 
mit 6,44 g verdaulichem Rohprotein N-Gleichgewicht erzielt worden, 
oder für 1000 kg Lebendgewicht Schaf haben 195 g verdauliches Roh- 
protein genügt, um den Umsatz zu decken. Diese Zahl ist außer- 
ordentlich niedrig und die niedrigste, die bisher bei den Wiederkäuern 
festgestellt wurde. Sie liegt noch unter den niedrigsten Zahlen, die 
bisher überhaupt gefunden wurden und die von dänischen Forschern 
mit 200 und 250 g bei zwei trockenstehenden Kühen ermittelt wurden. 
Bei Schafen bestimmte Katayama!) das Eiweißminimum zu 410g 
pro 1000kg Lebendgewicht. Wir haben hier infolge der extrem 
hohen Kohlehydratgabe einen Minimalwert erreicht, der jenem Zu- 
stand des niedrigsten Stickstofjgleichgeuichts nahekommen mag, in dem 
die Abnutzungsquole Rubners gerade durch Eiweißzufuhr gedeckt ist 
(Michaud, v. Hoesslin u. Lesser, Thomas). 

Diese herkömmliche Berechnung gibt aber die Verhältnisse nicht 
ganz richtig wieder, da sie sich nur auf die im Ausnutzungsversuch 
im Darme verschwundene und im Harne wieder ausgeschiedene N- 
Menge stützt. Der Ausnutzungsversuch zeigt uns wohl bei bestehen- 
dem N-Gleichgewicht, daß der Eiweißbedarf des Tieres gedeckt war. 


suchten in einem solchen Falle den Schafharn, dessen Prozentgehalt an 
Phosphorsäure berechnet auf P,O, sich wie folgt stellte: 


Tag 25. März 27. März 3. April 5. April 12. April 
Reaktion stark alkalisch stark alkalischb neutral neutral alkalisch 
P,0,% 0,0135 0,00285 0,078 0,126 0,033 


Es macht hier ganz den Eindruck, als ob der Körper Säurereserven 
mobilisiere, um seine normale Reaktion zu sichern. Jedenfalls zeigt auch 
diese Beobachtung, daß die Harnstoffzufuhr keineswegs ein belangloser 
Eingriff ist. 

1) Landw. Versuchsstat. 69, 321, 1908. 
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er zeigt uns aber nicht die Größe des Eiweißumsatzes und damit die wahre 
Größe des Eiweißbedarfes. Dies einmal deshalb nicht, weil N-Umsatz 
und Eiweißumsatz, abgesehen von anderen Gründen, bei pflanzlicher 
Nahrung schon infolge deren Gehalt an stickstoffhaltigem Nichteiweiß 
nicht identisch sind, dann aber, und dies ist hier wichtiger, deshalb 
nicht, weil die Pflanzenfresser sehr große N-Mengen im Kote aus- 
scheiden, die zu einem beträchtlichen Teil aus Darmsekreten be- 
stehen. Man kann danach den Eiweißumsatz nicht nur nach dem 
Harn-N beurteilen. Als Maß dieser sogenannten stickstoffhaltigen 
Stoffwechselprodukte, über deren Natur und Menge man recht wenig 
weiß, kann annäherungsweise die Menge des bei Pepsin- und Trypsin- 
verdauung des Kotes löslichen N dienen!). Selbstverständlich ist dies 
trotz aller in dieser Richtung vorliegenden analytischen Arbeit keine 
exakte Bestimmung. In unserem Falle waren von dem 2,84g N der 
durchschnittlichen Tageskotmenge 0,99g bei der künstlichen Ver- 
dauung löslich. Zur Deckung dieses Bedarfes würden also weitere 
6,19 g verdauliches Eiweiß nötig sein. Für 1000 kg Lebendgewicht 
würde dies 187 g verdauliches Eiweiß täglich betragen. Insgesamt 
würden danach 382 g pro Tag nötig sein. Katayama berechnete auf 
gleiche Weise 830g. Kellner verlangt für den Erhaltungsbedarf von 
Schafen 1 kg verdauliches Eiweiß pro 1000kg. Das Versuchstier 
würde also mit etwa ?/; dieser Menge ausgekommen sein. Auch 
diese Zahl ist noch ungemein niedrig. Sie weist darauf hin, wie 
vorsichtig man in der Beurteilung des Eiweißbedarfes sein muß 
und unterstreicht die Forderung, daß bei allen solchen Versuchen, 
bei denen Substanzen als Eiweiß in den Stoffwechsel eintreten sollen, 
die selbst nicht Eiweiß sind, auch die als Grundfutter gereichte eiweiß- 
arme Ration daraufhin geprüft wird, ob sie nicht allein schon genügt, 
den Eiweißbedarf des Tieres zu decken und die gewünschten Erfolge 
zu erzielen. Sonst ist man Trugschlüssen ausgesetzt. Es genügen. 
wie unsere Versuche deutlich zeigen, zu solchen kritischen Versuchen 
keinesfalls kurze Perioden, da es viele Wochen dauern kann, bis sich 
das Versuchstier auf die gebotene minimale Eiweißration eingestellt 
hat. In dieser Zeit können ständig kleine Mengen Eiweiß vom Körper 
zugesetzt werden, ohne daß dabei ein bedrohlicher Gewichtsverlust 
eintritt, außerdem können Gewichtsverluste, abgesehen vom Wasser- 
wechsel, auch durch gleichzeitigen Fettansatz bei reicher Kohlehydrat- 
gabe verdeckt oder vermindert werden. 

Alle diese Betrachtungen haben bei unserem Versuchstier nur 
Gültigkeit, wenn während der Perioden kein Wollwachstum statt- 


1) Literatur vgl. bei Morgen und Mitarbeitern, Die Landw. Versuchs- 
station 85, 1, 1914; SS, 243, 1916. 
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gefunden hat. Föltz (l. c. S. 206) gibt an, daß bei seinem Hammel 1 
täglich 0,7 g N als Wolle angesetzt worden sind, wozu noch schätzungs- 
weise 0,l g für andere Epidermoidalprodukte zu zählen wären. Würde 
bei unserem Tiere, Hammel Z, Wolle in ähnlichem Umfange gewachsen 
sein, so hätte er ständig Körpereiweiß einschmelzen müssen, er hätte 
sich also gewissermaßen in einem N-Defizit befunden. Das Tier war 
am Anfang des Versuches geschoren worden und hatte nach Beendigung 
desselben seine Decke so wenig verändert, daß von einem noch- 
maligen Scheren Abstand genommen werden konnte. Nur kurze 
schüttere Behaarung war zu sehen. Es hatte danach eine Woll- 
bildung in beachtlichem Umfange während des Versuches nicht 
stattgefunden. Es kann wohl nicht bezweifelt ‘werden, daß ein 
extrem eiweißarmes Futter, wie es unser Versuchstier während der 
ganzen - Versuchsdauer erhielt, das reguläre Wollwachstum beein- 
trächtigt. 

Überblicken wir die Ergebnisse dieser Bilanzversuche, so vermögen 
wir ein Eintreten des Harnstoffes als Eiweiß nicht zu erkennen, im Gegen- 
teil schließen dies unsere Versuche aus und bringen auch weitgehende 
Aufklärung über die Wirkung der Harnstoffütterung und das Verhalten 
des Harnstoffes im Organismus. Sie zeigen auch, wie sich die auf den 
ersten Blick für ein Eintreten des Harnstoffes in den Eiweißstoffwechsel 
sprechenden Bilanzen erklären und lassen erkennen, wie ungeheuer 
schwierig es ist, mit den üblichen Methoden des Stoffwechselversuches 
einen richtigen Einblick in das komplizierte Getriebe des Organismus 
zu erhalten. | 

Andererseits stehen wir nicht an, anzuerkennen, daß der Zufütterung 
von Harnstoff mindestens für eine gewisse Zeit eine große Wirkung auf 
die Verdauungsvorgänge zukommen kann. Es wäre unmöglich gewesen, 
wie die Grundversuche ohne Harnstoff zeigen, einen Wiederkäuer so 
lange Zeit bei einer extrem eiweißarmen, kohlehydratreichen Ration 
zu halten. Die Ausnutzung dieser Nahrung hätte bald darnieder ge- 
legen und das Tier hätte die weitere Nahrungsaufnahme verweigert. 
Bei Hammel Z versagte die richtige Funktion des Verdauungstraktus, 
als der Harnstoff fortfiel. Die Pansenbewegungen wurden zusehens 
täglich träger, die Speichelsekretion war gering, Durchfälle traten ein. 
schließlich fraß das Tier nicht mehr. Ob es gelingt, in allen Fällen 
durch Harnstoffzufütterung und dauernd die Aufnahme solcher extremen 
Rationen zu ermöglichen, muß fraglich erscheinen. Beobachtungen an 
Hammel 48 und einigen anderen Tieren, die trotz Harnstoff nach einiger 
Zeit sehr schlecht zu fressen anfingen, sprachen dagegen. Jedenfalls 
verdient diese Frage weitere Erforschung, schon um aufzuklären, ob 
nicht dem als Stoffwechselprodukt wenig beachteten Harnstoff doch 
noch andere, vielleicht wichtige Funktionen zuzusprechen wären. 
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Man wird hier an die Befunde Baglionis!) erinnert, der den hohen 
Harnstoffgehalt des Selachierblutes als äußerst wichtig, ja als eine 
notwendige Lebensbedingung für das Herz, wahrscheinlich sogar für alle 
Organe dieser Tiere erkannt. Auch die neuesten Befunde Ellingers?) 
über die Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit in Gänseerythro- 
zyten durch Harnstoff erscheinen bedeutungsvoll. Es ist auch merk- 
würdig, daß alle Untersucher übereinstimmend der Harnstoffütterung 
einen günstigen Einfluß auf die Milchsekretion zusprechen (vgl. auch 
die Ausführungen am Schluß dieser Abhandlung). 

Den negativen Befunden steht der langdauernde positive Versuch 
von Völtz entgegen. Da dieser an einem jüngeren Tier wie die unsrigen 
von 29,25 kg Anfangsgewicht durchgeführt war, hielten wir es für ge- 
boten, noch an zwei jüngeren Tieren Versuche anzustellen. Es wurden 
dazu zwei 4 bis 5 Monate alte Hammellämmer erworben, die beide die 
gleiche sehr kohlehydratreiche aber stickstoffarme Grundration erhalten 
sollten, einem der Tiere sollte dazu 20 g Harnstoff gegeben werden. 
Da Völtz seinem Versuchstier sehr hohe Mengen von aufgeschlossenem 
Stroh verabreicht hatte, versuchten wir das gleiche. Leider lehnten 
auch in diesem Falle die Tiere das aufgeschlossene Material (es wurde 
kalt aufgeschlossenes Stroh gegeben) mit der Zeit immer energischer 
ab. Da sich dann schlechtes Fressen einstellte, verkürzten wir die Ration 
an aufgeschlossenem Stroh und veränderten sie nach Tab. XXXII. 

Am 10. September wurde der Versuch abgebrochen und 250 g 
Heu zugegeben. Der Versuch ist also vollkommen negativ verlaufen; 
in den acht Wochen haben beide Tiere trotz der Mastration an stickstofi- 
freien Nährstoffen gleichmäßig abgenommen und ihr Wachstum nicht fort- 
setzen können. Die Harnstoffzugabe an das eine Versuchstier ist ganz 
ohne Wirkung geblieben. Der Harnstoff ist hier sicher nicht zu Bakterien- 
eiweiß synthetisiert und als solches verdaut und ausgenutzt worden. 
Es bestand vielmehr Eiweißmangel. Es gelang übrigens nicht mehr, 
die Tiere zu normaler Entwicklung zu bringen, die eiweißarme Er- 
nährung hatte sie tiefgreifend geschädigt. Nr LI wog 9 Monate 
nach dem Versuch 29kg. Nr.2, das Harnstofftier, hatte besonders 
schwer gelitten; es wurde acht Monate nach dem Versuch mit 17,7 kg 
geschlachtet. 

Während der Drucklegung der vorstehenden Ausführungen ist 
eine weitere ausführliche Abhandlung von Völtz®) erschienen. In 
dieser wird an Milchkühen gezeigt, daß Harnstoffzulage eine rasch 
eintretende Steigerung der Milchproduktion zur Folge hat. Wir 


1) Baglioni, Zentralbl. f. Physiol. 19, 385, 1905. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 11, 1922. 
3) Diese Zeitschr. 130, 1, 1922. 
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Tabelle XXXII. 
Fütterungsversuch an zwei Hammellämmern. 
































| Dave , | Tiergewicht 
Tägliche Ration pro Kopf der | Wägetag Lamm I ohne' Lamm II mit 
Periode Harnstoff | Harnstoff (20 g) 
vu e eaa ae Rech aa aara E 
1000 g feuchtes aufgeschlos- 12. VII. 24,7 25,5 
senes Stroh . ...... : 
300 g Stärke `, 112. VII 
100 g Kartoffelwalzmehl. . . bis 
PAUE S 8 EE 17. VII 
15g Diastasolin. .... . . | 
Salzgemisch. . . . . 2... 17. VII. 25,0 24,0 
350g trockenes aufgeschlos- ı22.VII. 24,1 24,2 
senes Stroh . ...... | | | 
300 g Stärke . ....... 117. VII. | | 
100g Walzmehl. ...... bis |27. VII. | 27,5 | 22,3 
P A 6) A e E er er A 8. VIII | 
20g Diastasolin. . ..... 1. VIII. 23,7 23,5 
Salzgemisch. . . . . 2... 6. VITI. 22,8 22,2 
150g trockenes aufgeschlos- | l1. VIII. 23,5 | 22,2 
- senes Stroh . ......ı 
300g Stärke . . ...... 8 VIIT. | 
100g Walzmehl. ...... bis 16. VITI. 22,0 23,0 
255P OPs ebe Lë a ee {| 1.IX. |21. VIII. 215 21,5 
20 g Diastasolin. ...... 26. VIII. 220 | 21,7 
Salzgemisch. . .. ....2. |31. VIII. 22 | 220 
Ohne aufgeschlossenes Stroh 1. IX. | 5.1IX. | 20,7 21,5 
400g Strohhäcksel .. ... bis | 
Sonst gleich ........ 10. IX. |10.1X. | 21,0 22,2 


stehen nicht an, die Wirksamkeit des Harnstoffes in dieser Richtung 
anzuerkennen, zumal wir selbst dem Harnstoff Wirkungen auf Ver- 
dauung und Stoffwechsel zusprechen müssen. Wir lehnen aber auf 
Grund der vorstehenden Untersuchungen die Erklärung, daß diese 
Steigerung der Milchsekretion auf einer Eiweißwirkung ‚beruhe, die 
durch Bakierieneiweißsynihese aus Harnstoff ermöglicht werde, aus- 
drücklich ab. 

Welcher Art die Wirkung ist, muß noch erforscht werden!). 
Sie liegt sicher im Rahmen der auch von uns beobachteten Wirkungen 
des Harnstoffs. 


1) Die Möglichkeit einer direkten Reizwirkung auf die Milchdrüsen 
ist noch nicht widerlegt. Gad Andresen (l. c.) zeigte, daß die Harnstoff- 
konzentrationen in Blut und Milch bei einer Kuh völlig parallel liefen, 
und wie wir soeben lesen, haben Denis, Sisson und Aldrich (Journ. of biol. 
chem. 50, 315, }922) gefunden, daß bei Ziegen durch Verabreichung von 
in Wasser gelöstem Harnstoff der Harnstoffgehalt in Blut und Milch 
ansteigt und in letzterer auf das Doppelte der Norm gebracht werden 
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Im Hinblick auf die Untersuchungen an Milchtieren erscheint 
es uns geboten, schon in dieser Abhandlung etwas näher auf diese 
Fragen einzugehen, obwohl wir diese erst Gegenstand weiterer Unter- 
suchungen sein lassen wollten, an deren Inangriffnahme wir bisher 
verhindert waren. 

Mit dem Wegfall des Harnstoffs aus der Ration (Tab. XXVII 
und XXVIII). setzt bald die bekannte Verdauungsdepression der 
Rohfaser und Kohlehydrate ein. Es treten dann unverdaute Stärke- 
körner im Kot auf. Dies beruht nicht etwa allein auf der Ver- 
minderung von Gärungen, auf die die gestörte Rohfaseıverdauung 
zurückzuführen ist, sondern vielmehr auch auf einem Mangel an Her. 
dauungssekrelen und vor allem Fermenten. Wir sahen die Speichel- 
sekretion vermindert und schließen aus dem geringen N-Gehalt im 
Kot (Tab. XXIX) auch auf eine Verminderung der Darmsekretionen. 
Sicherlich liefert dabei auch das Pankreas nicht genügend Diastase, 
um die Spaltung der großen Stärkemengen in vollem Umfange zu 
bewirken. (Das Bild der Verdauung ähnelt in vieler Richtung jenem, 
welches bei der experimentellen Beriberi der Tauben erhalten wird). 
Da, solange Harnstoff gereicht wurde, eine gute Verdauung und Aus- 
nutzung bei Hammel Z bestand, scheint die geschilderte Abnahme der 
Tätigkeit der Verdauungsdrüsen bei Harnstoffgabe nicht einzutreten. 

Wenn wir weiter die Respirationsversuche an Hammel Z in 
Betracht ziehen, so deuten diese auf eine Steigerung des Gaswechsels 
durch die Harnstoffgabe hin. Es ist mit dem Beginn der Harnstoff- 
fütterung der Sauerstoffverbrauch erhöht worden und dies zu einer 
Zeit, als die ins Blut aufgenommene Nährstoffmenge gegenüber der 
vorher aufgenommenen nicht erhöht war. Diese Erhöhung des Saucer- 
stoffverbrauchs geht zwar mit der Anpassung des Tieres an die 
Harnstoffzufuhr zurück, ist aber mit Ausnahme der vierten Periode 
stets gegenüber der ersten Periode vorhanden. Erst nach der Weg- 
nahme des Harnstoffes aus der Ration sinkt der O,-Verbrauch, und 
zwar sehr erheblich ab. 


kann. Unsere oben mitgeteilten Blutbefunde werden dadurch erhärtet. 
Auch Voltz findet (e, 8.424) nach Harnstoff Steigerung des Nicht- 
eiweiß-N der Milch, hält dies aber für bedeutungslos. Wir wissen nicht, 
wie die Steigerung des Rest-N und Harnstoff-N in Blut auf die Milch- 
drüse wirken. Doch wollen wir hierdurch in dieser Frage keineswegs unseren 
Standpunkt festlegen. Die weitere Möglichkeit, daß die Milchbildung 
unter der Harnstoffwirkung, soweit das Nahrungseiweiß wirklich nicht 
ausrtoicht, auf Kosten der Körpersubstanz der Milchtiere erfolgt, ist eben- 
falls noch weiter zu prüfen. Dabei ist auf den äußerst geringen Eiweiß- 
bedarf Bedacht zu nehmen, den Wiederkäuer unter Einfluß hoher Gaben 
stickstofffreier Nährstoffe haben können. Ein Teil der bisher veröffent- 
lichten Versuche an Milehkühen läßt sich durchaus in dieser Richtung deuten. 











Verwertbarkeit des Harnstoffs als Kiweißquelle usw. 191 


Es scheint also ganz so, als ob die Harnstoffütterung beim Wieder- 
käuer eine slimulierende Wirkung auf den Stoffwechsel, die Drüsen- 
tätigkeit und die Oxydationen ausübe, wobei wir aber diesen Gedanken- 
gängen ausdrücklich nur die Stellung einer Arbeitshypothese zuweisen 
wollen. 

Es muß noch darauf hingewiesen werden, daß auch die pflanz- 
lichen Amide (Asparagin usw.) und Ammonsalze die Verdauungs- 
depression zu beheben vermögen. Auch der Harnstoff wird, wie wir 
mehrfach beobachteten, zum Teil im Pansen unter Ammoniakbildung 
zerlegt. Es muß also auch an Ammoniumwirkungen gedacht werden, 
wenngleich bekanntlich eine Resynthese zu Harnstoff im Organismus 
stattfindet. j 


Zusammenfassung. 


In mit Stoffwechsel- und Respirationsversuchen verbundenen 
Fütterungsversuchen an drei ausgewachsenen und einem Hammel, 
dessen Wachstum noch nicht abgeschlossen war, gelang es nicht, Harn- 
stoff als Eiweißquelle zu erweisen. Ebenso verlief ein Fütterungsversuch . 
mit einem jungen wachsenden Lamm gänzlich negativ. Es mußte 
infolgedessen die Theorie, daß Harnstoff durch Gärungsorganismen 
in den Wiederkäuervormägen zu Bakterieneiweiß aufgebaut wird und 
dieses dann als Nahrungseiweiß eintritt, abgelehnt werden. 

Die positiven N-Bilanzen, die bei Harnstoffütterung regelmäßig 
auftreten, beruhen nicht auf N-Retentionen, sondern werden dadurch 
vorgetäuscht, daß der in den Ausscheidungen fehlende N durch die 
Haut ausgeschieden wird. Harnstoffütterung erhöht die Reststickstoff- 
und Harnstoff-N-Menge im Blute. 

Durch Zufütterung von Harnstoff wird es ermüglicht, daß die 
Wiederkäuer auch für lange Zeit eine extrem stickstoffarme aber an 
N-freien Nährstoffen reiche Ration auszunutzen vermögen. Kommt 
bei einer solchen Fütterung der Harnstoff in Wegfall, so sinkt die 
Ausnutzung alsbald, gleichzeitig wird die Tätigkeit des Verdauungs- 
apparates in ihrer Gesamtheit träge und die Freßlust verschwindet. 
Respirationsversuche zeigten, daß der Harnstoff hierbei steigernd 
auf den Stoffwechsel eingewirkt hatte. 

Bei extrem hoher Zufuhr von N-freien Nährstoffen gelang es im 
Anschluß an eine 87 tägige Harnstoffütterung, das eine Versuchstier 
nit äußerst geringer Zufuhr N-haltiger Nährstoffe in das N-Gleich- 
gewicht zu bringen. Aus dem Harnstickstoff berechnet, entsprach 
das einem Umsatz von 200g verdaulichem Rohprotein pro 1000 kg 
Lebendgewicht oder 0,031g& N pro Ikg. Es ist dies die niedrigste 
Zahl, die bisher für einen Wiederkäner gefunden wurde. 


Über die Rolle der Säurewirkung beim Zustandekommen 
der Adrenalinhyperglykämie. 


Von 
F. Kornfeld und H. Elias. 
[Ausgeführt mit Unterstützung der Lichtensteinspende.) 


(Aus der ersten medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 8. Juli 1922.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


In einer Reihe von Arbeiten wurde bereits die Bedeutung der 
Säurewirkung für den Entstehungsmechanismus der Glykogenmobili- 
sierung durch Adrenalin studiert. 


Zunächst hatte Neubauer!) der Meinung Ausdruck gegeben, daß die 
Glykogenmobilisierung durch Adrenalin auf Asphyxie der Leber zurück- 
geführt werden könnte. Das wirksame Agens der Asphyxie wurde da- 
mals in der intermediären Säurebildung erblickt, die sowohl für die Ver- 
änderung der Atmung, für die Verschiebung der Säurekapazität des Blutes, 
wie auch für die Veränderung im Kohlehydratstoffwechsel verantwortlich 
gemacht wurde. Im Rahmen solcher Anschauungen und mit Rücksicht 
auf die Tatsache, daß Säurezufuhr imstande ist, Glykogen aus der Leber 
zu mobilisieren und Hyperglykämie sowie Glykosurie hervorzurufen, lag 
es nahe, die Adrenalin- und die Säurehyperglykämie bzw. -glykosurie 
miteinander in Beziehung zu bringen. Für eine solche Annahme konnte 
der Nachweis einer herabgesetzten Säurekapazität des Blutes und eines 
vermehrten Milchsäuregehaltes der Leber bei Kaninchen, die mit Adrenalin 
vorbehandelt waren, sprechen [Elias und Sammartino ?)). 

Doch mußten sich in letzter Zeit unsere Vorstellungen über die 
Gleichheit der Wirkung von Säuren einerseits und von Asphyxie und 
verwandten Zuständen andererseits auf die Atmung und die Säurekapazität 
des Blutes so weit ändern, daß die angeführten Argumente zur Annahme 
einer Analogie für diese beiden Zustände nicht mehr genügen?), 


1) Neubauer, diese Zeitschr. 43, 335, 1912; 82, 118, 1913. Das. d. 
ältere Literatur. 

2) Elias und Sammartino, diese Zeitschr. 117, 1, 2. Heft, S. 10. 

3) Elias und Sammartino, Le, Nachtrag, S. 40. 
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Das Zustandekommen einer Acidose durch O,-Menge hatte man sich bis 
vor kurzem auf Grund der von Zuntz, Haldane, Winterstein!), Porges?) usw. 
entwickelten Vorstellungen folgendermaßen zurechtgelegt: der O,-Mangel 
führt durch eine Veränderung des intermediären Stoffwechsels zur Bildung 
von Säuren (vor allem Milchsäure), die die Säurekapazität des Blutes herab- 
setzen und dadurch zu einer Erhöhung der H-Ionenkonzentration des Blutes 
führen würden, wenn nicht gleichzeitig diese Herabsetzung der Säurekapazität 
des Blutes durch Reizung des Atemzentrums zur Vermehrung der Lungen- 
ventilation führte. Diese bewirkt ein Abgasen der Kohlensäure und da- 
mit die Wiederherstellung der normalen Blutreaktion. 

Die Untersuchungen von Haldane, Kellas und Kennaway?) und gleich- 
zeitig von Haggard und Henderson $), die inzwischen vielfach bestätigt 
wurden, haben jedoch im Gegensatz zu den angeführten Vorstellungen 
folgendes gelehrt: 

L Die vermehrte Lungenventilation tritt vor der Herabsetzung der 
Säurekapazität des Blutes ein, kann also nicht durch diese verursacht sein. 

2. Die H-Ionenkonzentration des Blutes ist daher zunächst nicht 
erhöht, sondern deutlich nachweisbar herabgesetzt. 

3. Die Herabsetzung der Säurekapazität, die sich nach und nach 
geltend macht und schließlich zu einer Wiederherstellung der normalen 
Blutreaktion führt, geht mit einer vermehrten Ausscheidung von fixem 
Alkalı und einer verminderten Ausscheidung von Ammoniak im Harn 
einher, wahrscheinlich auch mit einer Verschiebung von alkalischen Valenzen 
aus dem Blut in das Gewebe. 

Da also in keinem Stadium dieses Ausgleichsvorganges eine Verschiebung 
der Reaktion gegen die saure Seite zu, d. h. eine Säuerung statthat, wie 
sie bei einer experimentellen Säuerung zustande kommt, ist es nicht mehr 
möglich, bei O,-Mangel und Säurevergiftung in gleicher Weise auftretende 
Erscheinungen auf die Säuerung als gemeinsame Ursache zurückzuführen. 
Doch konnte man sich immer noch vorstellen, daß bei Asphyxie trotz der 
alkalischen Reaktion des Blutes doch noch in den Zellen, speziell in denen 
des Atemzentrums eine Säuerung etwa durch Milchsäure möglich wäre. 
WintersteinS) beruft sich diesbezüglich auf die alten Versuche von Langendorff 
und der Hoppe-Seylerschen Schule. Nun handelt es sich aber bei diesen 
Versuchen um Zustände, bei denen ein wirklicher Sauerstoffmangel in dem 
Sinne besteht, daß die für Oxydationen gebrauchte Sauerstoffmenge nicht 
mehr vorhanden ist und anoxybiotische Prozesse ablaufen müssen. Das 
Auftreten von Milchsäure innerhalb der Zellen darf danach nur dort an- 
genommen werden, wo es sich tatsächlich um einen O,-Mangel in diesem 
Sinne handelt, nicht dagegen bei solchen Zuständen, wo zwar die 
O,-Spannung herabgesetzt ist, aber der O,-Verbrauch des Organismus 
normal groß oder sogar erhöht ist, das heißt also den Zellen des Organismus 
noch eine genügende O,-Menge zur Verfügung steht. So wäre z. B. die 
Annahme einer zellulären Säuerung für die Erscheinungen im Höhenklima 
nicht gerechtfertigt, da trotz der Herabsetzung der O,-Spannung einer- 
seits der O,-Verbrauch normal ist, von einem tatsächlichen O,-Mangel 


1) Pflügers Arch. 188, 167, 1910. Daselbst ältere Literatur. 
2) Porges, Leimdörfer u. Markovici, Zeitschr. f. klin. Med. 78, 389, 1911. 
3) Journ. of Phys. 8, 181, 1919 u. 1920. 
4) Journ. Biol. Chem. 43, 3, 1920. 
5) Pflügers Arch. 187, 293, 1921. 
Biochemische Zeitschrift Band 133. 13 
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daher nicht die Rede sein kann, andererseits direkt durch Barcroft, 
Ryffel u. a.!) normale Milchsäurewerte in Blut und Harn nachgewiesen 
werden konnten. Bei der Hyperpnoe im Höhenklima würde also die 
Annahme einer zellulären Säuerung als Ursache der veränderten Atmung 
durchaus nicht gerechtfertigt sein, wenn auch natürlich für jene Fälle, 
bei denen es durch tatsächlichen O,-Mangel zu Milchsäurebildung kommt, 
eine Mitwirkung dieser zellulären Säuerung beim Zustandekommen der 
Hyperpnoe nicht in Abrede gestellt werden kann. 

Aus obigem geht hervor, daß im Gegensatz zu den früheren Án- 
schauungen aus der Tatsache des Bestehens einer Hypokapnie und einer 
dauernden Überventilation noch nicht auf vermehrte Säurebildung als 
Ursache dieses Zustandes geschlossen werden darf, da auch andere Atem- 
reize zu demselben Zustandsbilde führen. 

Was nun die vermehrte Entstehung von Milchsäure als Beweis für den 
„Säuremechanismus‘‘ bei Adrenalin betrifft, so ist zunächst zu bedenken, 
daß möglicherweise die vermehrte Milchsäureproduktion, die z. B. auch 
durch Moraczewsky und Lindner?) im Menschen nach Adrenalininjektion 
festgestellt worden ist, nicht die Ursache, sondern die Folge der vermehrten 
Glykogenmobilisierung?) oder der Hyperglykämie sein könnte Dafür 
würde die von Macleod u. Hoover $+) beobachtete Tatsache sprechen, daß nach 
Zuckerinfusion sich eine vermehrte Milchsäurebildung nachweisen läßt, 
die sich auf Sodazufuhr noch steigert. Eine andere Erklärungsmöglichkeit, 
läge in der Annahme, daß die durch Adrenalin erhöhte Muskelarbeit, die 
sich manchmal auch klinisch an Zuckungen usw. erkennen läßt, zu 
einer Spaltung des Lactacidogens (Embden) und so zu einer Erhöhung der 
Milchsäure- und Phosphorsäureausscheidung führt. 


Da nach dem Angeführten das bisher erbrachte Tatsachenmaterial 
in keiner Weise genügt, um bei der Adrenalinglykosurie die Annahme 
eines der Säureglykosurie verwandten Entstehungsmechanismus zu 
rechtfertigen, schien es wünschenswert, die Frage des Säure-Basen- 
haushaltes nach Adrenalininjektion von diesem Gesichtspunkte aus 
neuerdings zu studieren. | 

Wenn die Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite hin 
bei der Adrenalinhyperglykämie eine Rolle spielen sollte, so könnte 
es sich entweder um einen auf ein oder nur wenige Organe beschränkten 
Vorgang oder um einen allgemeinen Prozeß handeln. Dabei könnte 
die Überladung mit CO, — sei es durch vermehrte Produktion, sei es 
durch verminderte Abgabe — eine Rolle spielen. Eine allgemeine der- 
artige Kohlensäureüberladung wäre nur bei einer ungenügenden Tätig- 
keit des Atemzentrums möglich und ließe sich mühelos nachweisen. 
Die vorliegenden Befunde [J. Peters und R. Gayelin®), Bornstein®)) 


i) Monte Rosa-Expedition, zitiert nach C. G. Douglas, Erg. d. Physiol. 
14, 372, 1914. 

2) Deutsches Arch. f. klin. Med. 121, 431, 1917. 

3) Das scheinen Moraczewsky und Lindner anzunehmen. 

4) Amer. Journ. of Physiol. 42, 460, 1917. 

5) Journ. of Biol. Chem. 81, 471, 1917. 

6) Diese Zeitschr. 114, 157, 1921. 
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sprechen aber dagegen. Eine lokale Kohlensäureüberladung würde 
sich durch eine lokale Zirkulationsstörung erklären lassen, die nach 
allem, was wir wissen, beim Warmblüter tatsächlich besteht (siehe 
Neubauer). Dabei würde die vermehrte CO,-Spannung sich nur auf 
das Gebiet der Zirkulationsstörung erstrecken können, da das Blut 
im Lungenkreislauf bei normaler Atmungsregulation leicht imstande ist, 
auch eine vermehrte CO,-Menge abzugeben. 

Ferner könnte auch die Bildung von Milchsäure Anlaß zu einer 
Verschiebung der Reaktion gegen die saure Seite zu geben oder eine 
solche wenigstens unterstützen, sofern sie ihrer Menge nach ausreicht, 
die Säurekapazität des Blutes herabzusetzen. 

Um zu ermitteln, ob diese Herabsetzung der Säurekapazität eine 
wesentliche Rolle bei der Entstehung der Adrenalinhyperglykämie 
spielt, wäre zu untersuchen: 

l. ob bei jeder Adrenalinhyperglykämie sich tatsächlich auch mit 
einwandfreien Methoden eine Herabsetzung der Säurekapazität des 
Blutes nachweisen läßt; 

2. ob sich nach Adrenalin die Bildung so großer Säuremengen 
feststellen läßt, daß die gefundene Hypokapnie auf diese Säurebildung 
als Ursache zurückgeführt werden kann (s. oben). 

Während der Abfassung dieser Mitteilung wurde uns eine Arbeit 
von Tatum!) bekannt, in der einige der eben aufgerollten Fragen bereits. 
bearbeitet sind. Zu Punkt 1 konnte Tatum nachweisen, daß bei 
Kaninchen nach Adrenalininjektion sich regelmäßig eine Hypokapnie, 
freilich nur mäßigen Grades, feststellen ließ. Diese Beobachtung können 
wir nach unseren Erfahrungen bestätigen, wie sich aus den später 
angeführten Versuchen ergeben wird. Ferner konnte Tatum zeigen, 
daß selbst extreme Grade von Hypokapnie nach Säurevergiftung zu 
einer viel geringeren Hyperglykämie führen als die unvergleichlich 
geringeren Grade von Hypokapnie nach Adrenalininjektion.e Auch 
in diesem Punkte stimmen wir mit Tatum überein (s. später). Er konnte 
auch zeigen, daß durch Säure bereits hypokapnische Kaninchen auf 
Adrenalininjektion eine normal starke Hyperglykämie aufweisen, ohne 
daß die Hypokapnie sich dabei gesteigert hätte. 

Danach konnte die durch Hypokapnie bedingte Reaktions- 
verschiebung zumindest nicht die einzige Ursache für die Entstehung 
der Adrenalinhyperglykämie sein. 


II. Methodik. 


Die hier mitzuteilenden Versuche wurden an Menschen, Hunden 
und Kaninchen angestellt. 


1) Journ. of exp. Pharmac. and Therap. 17, 351, 1921. 
13* 
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Es wurden Kaninchen von verschiedenem Alter und verschiedener 
Größe verwendet. die einen Tag vor dem Versuch nicht mehr gefüttert 
wurden. Sie wurden in Urethannarkose aufgebunden. Alle starken Reize 
wurden dabei tunlichst vermieden. Zur Operation wurde deshalb außer- 
dem meist noch Lokalanästhesie verwendet. Wurden trotzdem Abwehr- 
bewegungen des Tieres beobachtet, die ja die Blutgasverhältnisse sehr 
stark beeinflussen, so wurde die Blutentnahme erst einige Zeit nach ein- 
getretener Ruhe vorgenommen. Die Blutprobe wurde aus einer freigelegten 
Arterie, bzw. aus einer präparierten Vene (Vena jugularis, Vena femoralis) 
bei ungehinderter Zirkulation mit Hilfe einer luftdicht schließenden. 
paraffinierten und mit geringen Mengen von Natriumoxalat in Substanz 
beschickten Spritze entnommen. Die Analyse des CO,-Gehaltes des Blutes 
geschah nach der Methode von Van Slyke. 

Bei den ohne Narkose ausgeführten Versuchen wurde die Blutprobe 
auf die übliche Art aus der Randvene des Ohres genommen und dann die 
CO,-Kapazität im Vollblut bei 38°C bestimmt, wobei die CO,-Atmosphäre 
jedesmal analysiert wurde. 

Die Hunde wurden anfänglich mit Urethan narkotisiert; da sich 
diese Narkose als unzureichend erwies, wurden später daneben noch 
geringe Morphiumdosen, gelegentlich auch etwas Atropin zur Vermeidung 
der störenden Sekretion im Bronchialbaum verwendet. Wenn das Adrenalın 
intravenös verabfolgt wurde, so wurde die Lösung auf das Zehn- bıs 
Zwanzigfache verdünnt und sehr langsam injiziert. Die Technik der Blut- 
entnahme wie der Blutgasanalyse selbst war die gleiche wie oben. 

Die Versuche am Menschen wurden morgens bei nüchternem Magen 
vorgenommen. Der Patient saß während der ganzen Versuchsdauer ruhig 
‚in seinem Sessel, die Proben der Alveolarluft wurden nach der von Henderson 
und Morriss!) beschriebenen Modifikation der Haldaneschen Methode ent- 
nommen und im Aaldaneschen Gasapparat untersucht. Bei noch nicht 
damit vertrauten Patienten mußten die ersten Gasproben meist verworfen 
werden, der Versuch wurde in diesen Fällen erst begonnen, wenn min- 
destens drei aufeinanderfolgende Proben genügende Übereinstimmung 
gezeigt hatten. 


III. Versuche. 
Versuche an Kaninchen. 

Die Versuche sind in den Tabellen I und II zusammengefaßt. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich zunächst, daß die Harnreaktion 
nur in vereinzelten Fällen nach der Adrenalininjektion aus der alka- 
lischen in die saure übergeht, in den meisten Fällen jedoch unverändert 
bleibt, obwohl auch sonst schon der Hunger oder das Aufbinden genügt, 
um saure Harnreaktion herbeizuführen. Der Harn änderte allerdings 
sein Aussehen: wenn er zuckerhältig wurde, wobei die Diurese zu- 
nahm, war er hell und durchsichtig. 

Ferner konnte eine regelmäßige, wenn auch oft nur geringe, einige 
Stunden lang andauernde Herabsetzung des CO,-Bindungsvermögens 
des Blutes bzw. im © O,-Gehalt des arteriellen Blutes festgestellt werden. 
Der Grad dieser Herabsetzung ist in den einzelnen Versuchen ver- 


1) Journ. of Biol. Chemistry 31, 220, 1917. 
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Tabelle I. Einfluß subkutaner Adrenalininjektionen auf den CO,-Gehalt 
des arteriellen Blutes narkotisierter Kaninchen. 
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schieden, ohne daß eine bestimmte Ursache für diese Verschiedenheit 
angegeben werden könnte. Er übersteigt jedoch allemal die Fehler- 
grenze, die sich aus den Kontrollfällen ergibt, ohne aber andererseits 
eine Höhe zu erreichen, wie sie sich bei der Walterschen Versuchs- 
anordnung leicht feststellen läßt, wenn Säuregaben verabfolgt wurden, 
die zu einer Glykosurie führen müssen. 

Die Herabsetzung der titrierbaren Blutalkalinität beim Kaninchen 
nach Adrenalininjektion, wie sie Elias und Sammartino gefunden 
haben, stimmt mit diesen Resultaten zwar überein, nur schien die Herab- 
setzung der Säurekapazität des Blutes nach Adrenalininjektion auf 
Grund der titrimetrischen Bestimmungen verhältnismäßig viel größer 
zu sein, als sie sich hier mit der Gasanalyse erwies, wie auch sonst 
diese beiden Methoden in der Regel zwar gleichsinnige, aber quantitativ 
nicht übereinstimmende Resultate ergeben haben. 

Die Verwertung dieser Resultate wird dadurch erschwert, daß, 
wie bereits besprochen, Herabsetzungen des Kohlensäurebindungs- 
vermögens im Ausmaße unserer Adrenalinversuche leicht auch durch 
andere, allem Anschein nach geringe Reize herbeigeführt werden können. 
Schon darum schien es uns wünschenswert, diese Versuche an Hunden 
und Menschen zu wiederholen, weil bei ihnen, wie bekannt, die Blut- 
gaswerte unter solchen Einflüssen nur geringeren Schwankungen unter- 
worfen sind. 


Versuche an Hunden. 


Die Resultate unserer Versuche an Hunden gehen aus den bei- 
gefügten Tabellen hervor (Tabelle III und IV). 

Es zeigt sich, daß bei subkutaner Injektion selbst relativ größerer 
Dosen von Adrenalin sich eine über die Fehlergrenze sicher hinausgehende 
Verschiebung des C O,-Wertes im arteriellen Blut nicht nachweisen läßt. 
Auch bei intravenösen Injektionen (Tabelle IV) sind die nachgewiesenen 
Veränderungen im CO,-Wert nur gering und durchaus nicht konstant 
im Sinne einer Herabsetzung des CO,-Wertes. Worauf die Ungleich- 
mäßigkeit der Resultate zurückzuführen ist, kann zwar nicht mit Be- 
stimmtheit gesagt werden; es ist jedoch bekannt, daß Adrenalin einer- 
seits zu einer Erhöhung der CO,-Produktion führt [Bernstein und 
Falta!), ferner Bornstein?) usw.], die ceteris paribus den CO, - Gehalt 
des arteriellen Blutes steigern würde, andererseits aber auch auf das 
Atemzentrum erregend wirkt und auf diese Weise durch Überventilation 
eine Herabsetzung des CO,-Gehaltes im arteriellen Blut herbeiführt. 
Nun ist die Wirkung auf das Atemzentrum je nach dessen momentanem 
Erregbarkeitszustand sehr verschieden. So tritt z. B. die erregbarkeits- 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 125, 256 uf. 
2) |. e. 
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Tabelle III. 


l 
| 
| 
Einfluß intravenöser Adrenalininjektionen auf den CO,-Gehalt | 
des arteriellen Blures narkotisierter Hunde. 

1 





BEER C OGehalt in Vol.Proz. im 
! Gewicht f Ek - 
Nr. Datum , Narkose Zeit arternicLen vennsen Bemerkung 
g Blut Blut 


I 4X. 5200 9000:50 g Urethan l 
Idi ce 10 15:26 z | Art. carotis und V. jng. 
ll 15 2.0 5 int. freigelegt. 
während der Ope- 
ration einige rop: 
fen Äther (lJhunr) ` 


E Ga SPRECHER EEE a 











11b 45-47" 451, 50 
ll 50-53 0.1mgAdrenalininört 
| | Na Cl- Lösung inte“ 
11 55-57, 4 45 Ftwasunruhig. Verte 
i . Atmung. 
2 7.X. 520 8h50 10g | 1,]1h Art. carotis fi 
1921 | g Urethan Ä ! gelegt. 
10 An ' 39 
10 48-50. 0,12 mg Adr. in 5»1 
Na Cl- Lösung int" 
10 53 2 : 3715 Ruhig (bis auf Musk: | 
| Ä zitte m), ‚tiefe Atmung 
3 Dk 5600 8h50 11,2g | | 104 Art. u. V. femor:Ì 
1921 Q Urethan | | freigelegt. 
11 15-171 371; 421, 


-0,2 mg Adrenalin in 47 
Na CI- Lösung intra 
3712 4014 Ruhig. 


| 11 30-32 
4 26.X. 12200 8h15'0.0003Atro- | 
1921: 2  pin+0,02Morphin. 

9h 12.4 g Urethan ' 








| 10h Art. femoralis In. 
gelegt. 








| | mm ` Ed 
| | 10 20-23 | 0,32mg Adr. in Rer 
| | | | NaCl- Lösung intra 
10 26 4313 | Vertiefung der Atmun 
ee | 
' un ei 145 | 
A 27.X. 13 000 | £b 30’ 0,02 Mor- ! | L „108 Hund in 
1921: g phin | “Speichelfluß. 
9 15 14g Urethan | | 1,116 Art. carotis u. V. 
| 10 20 0.0003 Atro- | | jugul. int. freigelegt. 
| pin+ 0.01 Morphin | 
10 34 |! 42 | 
IO 40-42 | 0.4mg Adr in 154: 
| NaCl- Lösung intra“. 
10 43 l! 4515 Hund ruhig. | 
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Tabelle III. ee 





CO,»Gehalt in Vol.-Proz. im 




















Nr. Datum me Narkose |: Zeit | arteriellen | EE Bemerkung 
E D o EEN | 3lut Blut | | 
6 LXI. 13000 8h 45' 0,0003 Atro- | | 10h Art. fem. freigelegt. 
1921, e .pin+0, 02Morphin | | | 
. 9615’ 14g Urethan | 
| | ‚10h 16’ | 4217 
| 10 28-32 i 0,45 mg Adr. in 1f com 
| | | , NaCl-Lösung intrav. 
i | ‚10 36 40 ! Hund sehr aufgeregt und 
| 10 41 39 ` unruhig. 
7 2, XI. 12 200 8h45 d ‚025g Mor- | | IO hArt u. V. femoralis 
1921 9 | phin + 0,0004 freigelegt. 
| ' Atropin 
| H 15’10gUrethan 
l 10 42-45, 45 "50 Ä 
| 10 52-55 "0,45 mg Adr. in 18 ccm 
l l NaCl-Lösung intrav. 
| 10 57-59 | 45", 501 
| | |11 02-041 454, | 47 


Tabelle IV. 


Einfluß subkutaner Adrenalininjektionen auf den CO,-Gehalt 
des arteriellen Blutes narkotisierter Hunde. 





! 


COyGehalt i in Vol.«P «Proz. Im E 


























; |] pS 
= scW h i 
st. en? x 5 ` Narkose 8 Zeit | ZE | Gly kaane Bemerkung 
8 10.XT. 12 200 8hb 55° 0,060 g Mor- WW Oh Art. femoralis frei- 
921 | hi 0,0004 | legt. 
m ae deg 
9 10 10gUrethan | | | 
10h 12° Lë 16 118 | 
10 15-17 | | 12 mg Adr subkutan. 
46! al H st k 
Wé 40 45 ka ak. Z9 | 
H tark ` ; 
| 11 05 Ä 451, 451, | alk. Z. in Hund ruhig. 
EE KEE e "Spuren A GE 
Y 27.V11. 18 000 | 9100’ 9gUrethan 10 50 | 4l | ı 10h Art. fem. freigelegt. 
1921. & 11 20 4l!!, i 
| | l1 SCH | . 8mg Adr. subkutan. 
DJE | 
| EA ee | 
| | 12 35 4l | | ie | Hund wird ‚unruhig. 
| 145 361 4) am Sehr unrvhig, bellt und 
| | ee heult. 


steigernde Wirkung des Adrenalins an dem unter Morphiumwirkung 
stehenden Atemzentrum besonders deutlich hervor. In unseren Ver- 
suchen an Hunden mußte ja eine nie ganz gleich dosierbare Narkose 
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dem eigentlichen Versuch vorausgeschickt werden. Es wäre daher 
sehr begreiflich, wenn von den beiden in ihrer Wirkung entgegen- 
gesetzten Faktoren einmal der eine, einmal der andere überwiegt. 


Versuche an Menschen. 

Ein großer Teil der bei den Tierversuchen unvermeidlichen 
Schwierigkeiten ließ sich bei Versuchen an Menschen umgehen. 
Sie lassen sich ohne Narkose durchführen; außerdem ist es beim 
Menschen durch fortlaufende Alveolarluftbestimmungen möglich, sich 
in kurzen Intervallen über die Veränderungen der CO,-Spannung in 
der Alveolarluft zu informieren, aus der bei mit normal funktio- 
nierendem Respirations- und Zirkulationsapparat auf parallele Ver- 
änderungen im arteriellen Blut geschlossen werden darf. Desgleichen 
ist ja auch bekannt, daß Veränderungen in der CO,-Spannung des 
arteriellen Blutes mit Veränderungen des CO,-Bindungsvermögens 
weitgehend parallel gehen. 

Über das Verhalten der CO,-Spannung in der Alveolarluft nach 
Adrenalininjektion liegen bereits Untersuchungen von John Peters und 
Racole Gayelin an Diabetikern vor, die wir aber in ihren Resultaten 
nicht vollkommen bestätigen können (s. später). 

Es seien solche Versuche tabellarisch angeführt und durch Kurven 
in einer Tafel veranschaulicht. 


Versuch 1. 19. Dezemher 1921. M. & (normal). 

















| : C Oz pennung 
Zeit Subkutan injiziert | Alveolarluft | Bemerkung 
| |! (Haldane) 
er Ä = e EE an Mean 
10h 25’ 40,1 
10 40 | 38,0 | Harn alkalisch, Zucker Q. 
10 52 | 38,7 | 
11 08 0,8 cem Adrenalin | 
ns Bee i cen Herzklopfen, sonst keine Be- 
11 23 Ä 38,0 er 
112 40.0 schwerden. 
11 41 38,0 
11 51 39,0 Harn: 110 ccm, alkalisch, 
11 59 39,7 Zucker 0 
12 08 | 40,8 
D 50 
Sr, 
Seu? 
S 





Eos 
LA 
Q 


20 | a — 20 ` 7 60' 
Let der Inyekton 


Zu Versuch 1. 





beim Zustandekommen der Adrenalinhyperglykämie. 203 


Versuch 2. 
21. Dezember 1921. M. (s. Versuch 1). 




















| | SES | 
in der 

Zeit ` Subkutan injiziert | Alveolarluft Bemerkung 

i S | (Haldane) 

l | mm _ RE EE 
10 05 | 37,1 . 
éi 30 = Harn alkalisch, Zucker 0. 
10 40 | 391 | 
10 44 ı 1,2 ccm Adrenalin ` | 
10 48 | (Heisler ) 42,3 ‚ Patient wird blaß, beschleu- 
10 53 | | 41,7 nigte Atmung, Unwohlbefin- 
1103 `, 43,1 ' den, unregelmäßiger Puls. 
1117 ` 40,2 | Starke Übelkeit. 
11 33 39,2 i Patient fühlt sich wieder 
11 48 38,7 f wohl. 
12 03 38,2 i 


38,5 ' Seit der Adrenalininjektion 
ı 120 ccm Harn, alkalisch, redu- 
ziert eben; polarimetrisch 
Zucker nicht nachweisbar. 





Zu Versuch 2. Zu Versuch 3. 


Versuch 3. 
28. Dezember, Dr. L. & (normal). 











| CO» Spannung. 
Zeit Subkutan injiziert | Alveolarluft Bemerkung 
| | (Haldane) 
NEEN i zei mm 

LOb 55’ 40.4 © Harn schwach sauer, Zucker 0. 

11 00 41,0 

11 08 — 1l cem Adrenalin 

11 12 (Heisler) | 40,7 Vertiefte und beschleunigte Atmung, die 

11 18 41,2 als ee pen w.rd. 

11 27 38.9 eichtes Herzklopfen. 

11 Ai 38,6 Wohlbefinden. 

11 51 39,3 

12 11 40,0 Seit der Injektion 80 ccm Harn 
| schwach sauer. Zucker 0. 

12 22 | 40,0 Harn 45 ccm, reduziert deut- 
| lich. Polarimetrisch. 





12 45 Zucker kaum nachweisbar. 
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Versuch 4. 16. Januar 1922. M. & (Ule. ventr.). 





C O,Spannung 





in der 
Zeit Subkutan injiziert Alveolarluft Bemerkung 
(Haldane) 
a Dm || > = 
8h 20’ ! 36,0 
= R ) Sé Harn neutral, Zucker 0. 
9 05 36,8 
9 12 l ccm Adrenalin | 
9 15 (Heisler) 34,3 
9 21 37,0 Herzklopfen, sonst keine Be- 
9 30 36,8 schwerden. 
9 42 37,6 
9 58 37,5 
10 12 35,5 30 ccm Harn, neutral, zucker- 
10 22 35,6 frei. 
10 42 35,9 
10 45 18 cem Harn, reduziert stark. 


Polarimetrisch 2,0%, = 0,36 g 
Zucker. 


Spannung 


mm Hg) 


z- 
(in 


Q 
Q&Q 





co, 
S 






20 «| — 70 
Zeit der Injektion 
Zu Versuch 4. 


Versuch 5. 2. Januar 1922. M. DS (Diab. mell.). 

















Reg i 
Zeit Subkutan injiziert Alveolarluft | Bemerkung 
| (Haldane) 
ih mm Lë, EE 
10h (ar | 31,5 Harn: zuckerhaltig. Aceton +. 
10 23 | 31,8 Gerhardt negativ. 
10 40 | | 30,1 
10 56 l cem Adrenalin | | 
11 O1 || (Heisler ) | 32,5 | Hyperpnoe, Herzklopfen, 
11 10 | 32,9 | Patient wird blaß. 
LL 22 | 28,5 | 
H 32- | | 31,9 Wohlbefinden. 
11 53 35,1 i 
12 03 | 36,0 | 
u “%0 
SS 
z 





Zu Vırsuch 5. 
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Versuch 6. 15. März 1922. H. E (Diab. mell.). 














|, | C.O,-Spannung | 
Zeit | Subkutan injiziert | en | Bemerkung 
d | (Haldane) 
d Sage R GE = Bee = " Gi 
10h 18’ 29,1 mm i 
10 29 294 m Hat sich knapp vorher heftig aufgeregt. 
10 47 30.8 „ Harn 450 ccm, 0,15% Zucker, schwach sauer, 
10 51 31,5 „ Aceton +, Gerhardt negativ. 
10 53 1.2 ccm Adrenalin Zwischen 10h 53’ und 115 3%. Außerst heftige 
| (Heisler) Kupfschme.zen, starker Husten mit großer 
11 38 29,3 „ | Anstrengun,. 
11 53 ı 28,1 „ Kopfschmerzen bereits nachgelassen. Aber 
| $ nırvös, unruhig. 
12 03 | 30,2 „ Bis auf geringe Kopfschmerzen Wohlbefinden. 
12 23. 32.6 | 
12 42 321. | 
12 55 | 32,5 „ | Seit der Injektion 250 ccm Harn schwach sauer. 
mes | | IN, = Au Zucker. 
e, #0 
Š 
D vn 
Ge 
SS 





Zu Versuch o 


Versuch 7. 28. März 1922. H. & wie Versuch 6. (Diab. mell.). 





i 











| | CO..Spannung | 
Zeit |; Subkutan injiziert | Se | Bemerkung 
| (Haldane) | 
' E 
> Se Ä oo mm | Harn sauer, Zucker, Aceton positiv, 
9 58, ı 33,2 \ Gerhardt negativ. 
10 07 | Iccm Adrenalin e 
10 16 em 29,1 , Etwas Herzklopfen, zitteriges Gefühl, 
10 25° | SLEE - Blässe. 
10 32 | 30,5 „ 
10 40 ı 31,5 „ Wohlbefinden. 
10 55 ı 315 „ 
11 05. | 29,8 , Schr schläfrig. 
11 20 ` | 313 , Sehr schläfrig. 
11 30 30,1 „ 
11 45 ` ' 31,0 „ 
12 00. 30,7 , 
12 10. . 30,7 „ ` Harn seit der Injektion sauer. 
40 
Séi 
GEN 
Sa 
S 





Zet der Injektion 
Zu Versuch 7. 
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Versuch 8. 20. Januar 1922. H. 2 (Diab. mell.). 


C O„Spannung 





Zeit Subkutan injiziert Aa Bemerkung 
(Haldane) 
Zä ES RE A 8 mm en E mn = 
9h 15° 28,0 
9 33 | 26,1 
9 46 | | 27,3 
9 52 || 27,4 
10 00 Leem Adrenalin 
10 02 | (Heisler) 28,1 Dyspnoe, Herzklopfen. 
10 07 | 27,4 
10 15 |i 21,3 Wohlbefinden. 
10 32 | | 27,8 
10 58 | 29,9 
11 I6 | 29,2 | 
11 26 | 29,9 | 
> wO 
In 
SS 
ur 
E 
BR wi, 





Zet der Inekhon 
Za Versuch 8. 





Versuch 9. 30. Januar 1922. H. 2 wie Versuch 8. (Diab. mell.). 





| | ER T | 
Zeit | Subkutan injiziert Alveolartift | Bemerkung 
| (Haldane) 
m mE = en u — EE 
mis | 32,8 | 
9 30 34,6 | 
9 43 | 33,0 | 
9 5l y | 344 | 
952 "Leem Adrenalin | | Keine wesentlichen Be- 
10 00 | (Heisler ) 33,0 | schwerden. 
10 09 | 32,2 | - 
10 23 | | 
10 39 | x | 
10 52 | 
11 04 
o 
EC 
Ska 
ZE E 
(E 
SI 
S 
Aë 





Zeit der Inyekhon 
Zu Versuch 9, 
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Versuch 10. 
13. März 1922. R. Q (Diab. mell.). 














| TUOS pinning SE | 
Zeit | Subkutan injiziert | EA | Bemerkung 
| : DES 
res o| Stee a a aile a Tee ve Ba — Ba zer ES Kee ee re = 
i l 
DE | | ou Horn alkalisch, Zucker 1,29, 
f | Sé , Aceton positiv, Gerhardt nega- 
10 06 | | 46,7 S | er 
10 10 | 45,9 
10 25 1,2 ccm Adrenalin / 
10 33 | (Heisler ) 42,8 | Wenig Beschwerden. 
10 42 | 44,7 | 
10 50 | 43 | 
1105 43,0 | 
IEN A8 
1140 | 43,0 
11 50 | 42,1 
12.02 | | 421 
12 35 - 40,7 
50 
> 
Jy 
NN 
S 








20' «—|— 20’ wo’ 
Zet der Injektion 


Zu Versuch 10. 


60’ 80' 700° Gol 190° 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daß an normalen Menschen 
die Veränderungen der alveolaren CO,-Spannung relativ geringfügig 
sind. In den ersten Minuten nach der Injektion zeigt sich öfters eine 
leichte Erhöhung der CO,-Spannung bei bereits deutlicher Vermehrung 
der Atmung, offenbar die Folge der plötzlich einsetzenden Steigerung 
der CO,-Produktion. Daran schließt sich in der Regel eine geringe 
Herabsetzung der CO,-Spannung in der Alveolarluft, die meist unter 
den Ausgangswert herabführt, wie dies bereits von Bornstein an- 
gegeben wurde. Nach einer bis eineinhalb Stunden ist die CO,- 
Spannung in der Alveolarluft immer wieder normal. 

Bei Diabetikern — wir haben stets nur jüngere Individuen zu 
diesen Versuchen herangezogen — haben wir öfters dasselbe Verhalten 
beobachtet. In einigen Fällen war allerdings eine stärkere Herab- 
setzung der CO,-Spannung zu verzeichnen, die sich jedoch bis auf 
einen Fall nach 11%, Stunden ausgeglichen hatte. Gelegentlich steigen 
dann die CO,-Werte deutlich über den Ausgangswert hinaus; dasselbe 
Verhalten ist einmal auch von Peters beobachtet worden; in seinen 
anderen Versuchen hat Peters eine viel stärkere und viel länger an- 
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dauernde Senkung der CO,-Spannung gefunden. Wir haben ein solches 
Verhalten nur einmal feststellen können. Versuch 10. 

Die bei Diabetikern gelegentlich beobachtete starke Herabsetzung 
der CO,-Spannung könnte man, freilich ohne einen stringenten Beweis 
dafür zu haben, mit einer größeren Erregbarkeit solcher Individuen 
in Zusammenhang bringen, wenigstens hatte man den Eindruck, als 
ob bei diesen Personen auch die anderen Begleiterscheinungen der 
Adrenalininjektion, soweit sie sich klinisch beobachten ließen, häufiger 
gewesen wären. 

Womit die manchmal beobachtete, bisweilen nicht unbeträchtliche 
Erhöhung der Alveolarspannung einige Zeit nach der Adrenalininjektion 
zusammenhängt, läßt sich derzeit auch nicht vermutungsweise angeben, 
da wir bisher in die durch Adrenalin bei Diabetikern ausgelösten 
Stoffwechselveränderungen keinen genügenden Einblick haben. 


IV. Schlußflolgerungen. 


Aus den angeführten Versuchen ergibt sich, daß nur bei Kaninchen 
tatsächlich eine durch mehrere Stunden währende Herabsetzung des 
CO,-Bindungsvermögens nach Adrenalininjektion eintritt, die mit der 
Zeit der stärksten Hyperglykämie zusammenfällt, die z. B. nach 
Brösamlen nach 10 Minuten beginnt, nach 20 Minuten bis einer Stunde 
den Höhepunkt erreicht. Beim Hunde ließ sich eine derartige Herab- 
setzung der CO,-Kapazität nicht nachweisen. Beim Menschen, bei 
dem durch Alveolarluftuntersuchungen die Feststellung schon ge- 
ringerer Veränderungen der CO,-Spannung des arteriellen Blutes möglich 
ist, läßt sich innerhalb der ersten 20 Minuten nach der Injektion eine 
geringfügige Herabsetzung der CO,-Spannung in der Alveolarluft 
nachweisen, die sehr bald zurückgeht und meist nach einer halben 
bis dreiviertel Stunde bereits verschwunden ist, also zu einer Zeit, zu 
der, nach den in der Literatur vorliegenden zahlreichen Untersuchungen, 
die Blutzuckerwerte noch ansteigen. In manchen Fällen ließ sich aber 
trotz später eingetretener Glykosurie eine solche Herabsetzung über- 
haupt nicht nachweisen. Die Gesamtheit der Versuche ergibt also: 
daß sich zwar gewöhnlich, aber nicht immer nach einer zur Glykosurie 
führenden Adrenalininjektion eine Verminderung der CO,-Kapazität 
bzw. der CO,-Spannung des arteriellen Blutes nachweisen läßt. Die 
Hypokapnie kann also nicht die unbedingt notwendige Voraussetzung 
für die Entstehung der Hyperglykämie sein. 

Überdies bleibt noch immer die Frage offen, ob diein der Mehrzahl 
der Fälle nachgewiesene Hypokapnie auf eine Säuerung zurückzuführen 
ist. Die Tatsache, daß der zu dieser Zeit produzierte Harn auch bei 
guter Diurese seine Reaktion nicht wesentlich änderte, bei Kaninchen 
und bei Menschen mit vorher alkalischem Harn in der Regel alkalisch 
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blieb, spricht sogar gegen eine solche Annahme. Es liegt auch nahe, 
die beobachtete Veränderung in der CO,-Spannung auf die zentral- 
erregende Wirkung des Adrenalins zurückzuführen, da ja, wie aus 
den Versuchen von Haggard und Henderson bekannt ist, jede Ver- 
mehrung der Lungenventilation, gleichgültig welcher Ursache, nicht 
bloß zu einer Herabsetzung der CO,-Spannung in der Alveolarluft, 
sondern auch zu einer Herabsetzung der CO,-Kapazität im Blute 
führen muß. Auch eine peripher angreifende Erregbarkeitserhöhung 
durch Adrenalin könnte ähnlich wie der Schmerz (Haggard und Hender- 
son) auf reflektorischem Wege über das Zentrum eine Überventilation 
und damit eine Herabsetzung der Alveolarspannung herbeiführen. 

Danach ist eine allgemeine Verschiebung der Blutreaktion nicht 
als integrierender Faktor für die Glykogenmobilisierung durch Adre- 
nalin anzusehen. Es bleibt aber noch die Möglichkeit einer ‚Säure- 
ätiologie‘‘ offen, wenn wir annehmen, daß es lokal in der Leber 
zu einer derartigen Verschiebung kommt, was sich natürlich in unseren 
Versuchen nicht ausdrücken kann. Eine lokale Anhäufung von fixen 
organischen Säuren (Milchsäure usw.) wäre mit unseren Versuchsresul- 
taten nur dann vereinbar, wenn man etwa annehmen wollte, daß 
diese Säure auf dem Wege durch die Lunge komplett oxydiert wird 
[Eppinger und Wagner Il oder daß die sonst diffundierende Milch- 
säure durch eine Veränderung der Permeabilität in der Zelle zurück- 
gehalten wird. Sicher besteht aber eine Erhöhung der Kohlensäure- 
spannung in der Leber, was mit Rücksicht auf die bekannten 
Zirkulationsveränderungen von vornherein anzunehmen ist (Falta 
und Priesitey) und durch die noch nicht ausführlich mitgeteilten 
Untersuchungen von Gottschalk und Pohle?) gestützt wird. Wie weit. 
aber die Erhöhung der Kohlensäurespannung in der Leber eventuell 
im Verein mit der herabgesetzten Sauerstoffspannung genügt, um eine 
so intensive Glykogenmobilisierung hervorzurufen, wie es die Adrenalin- 
injektion vermag oder ob doch noch eine spezifische Wirkung auf die 
Zelle oder die Leberdiastase [ Langfeldt’), Lesser *)] angenommen werden 
muß, müssen weitere Untersuchungen erst zeigen. Insbesondere müßte 
auch die Frage studiert werden, ob bei der Adrenalinwirkung auf die 
Kaltblüterleber eine Säurewirkung eine Rolle spielt, da hier eine 
CO,-Überladung nicht angenommen werden kann. 

Es wäre nur noch zu bedenken, wie weit die in der Literatur 
niedergelegten Versuche imstande wären, die hier aufgeworfene Frage 
zu klären. 


1) Wien. Arch. f. klin. Med. 1. 

2) Klin. Wochenschr. 1, 1310, 1922. 

3) Journ. of Biol. Chem. 46, Nr. 2, 403, 1921. 
4) Diese Zeitschr. 102, 304, 1920. 
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Da wäre zuerst der Arbeiten von Underhill!) und seinen Mit- 
arbeitern zu gedenken, die durch Sodainjektionen die Adrenalin- 
hyperglykämie allerdings nur in mäßigem Grade herabsetzen konnten. 
Ferner der Versuche an der überlebenden Kaltblüterleber von Pollak 
und Fröhlich?), und besonders von Elias und Sammartlino®). die mit 
Alkali die glykogenmobilisierende Wirkung des Adrenalins hemmen 
konnten. Eine Zerstörung des Adrenalins durch das zugeführte Alkali 
konnten die Autoren ausschließen, weil das eben noch in alkalischer 
Lösung unwirksame Adrenalin in der neutralisierten Lösung sich 
wieder wirksam erwies. Das beweist aber nur, dıß die Glvkogen- 
mobilisierung nach Adrenalin durch Reaktionsveränderungen in gleicher 
Weise beeinflußt wird, wie die normale Glykogenmobilisierung, nicht 
aber, daß die Adrenalinwirkung selbst auf einer solchen Reaktions- 
ver-chiebung gegen die sauere Seite hin beruht. Diese Tats-chen 
lassen sich mu der Annahme von Lessert), daß die Adrenalin- 
wirkung auf einer Erb’hung der Wirksamkeit der L- berdiastase 
beruht, sehr wohl in Einklang bringen, etwa im Sinne von Lanofeidt, 
der annimmt, daß die für die Wirkung der Leberdiastase optimale 
IH Ionenkonzentration, die sonst weit höher steht als die im Orga- 
nemus herrschende, durch Adrenalın gegen den Neutralpunkt zu ver- 
keheben wind®). Eine verstärkte Glykogenmobilisierung wäre also dann 
mosheh, wenn entweder die H-Ionenkonzentration im Organismus 
popen das Optimum der Leberdiastase zu verschoben wird (Glykogen- 
mobilracrung dureh Säure) oder wenn das Optimum der Leberdiastase 
sich der H lonenkonzentration des Organismus nähert (Glykogen- 
nu lusteg dureh Adrenalin). Umgekehrt würde der Zusatz von 
Aah zur admnalinhaltigen Durchspülungsflüssigkeit die H-Ionen- 
konzentiatton von dem zwar durch Adrenalin ebenfalls herabgesetzten 
Ophmnm oder Lebentiastase doch wieder entfernen und daher die 
Glylketimeolnhnerung hemmen. Für den Fall. daß sich diese zum Teil in 
vl. zum Palan der Naltbluterleber gewonnenen Resultate auf den Ge- 
santervanisintus des Warmbluters übertragen lassen würden, ließen sich 
du: lun erwahnten Tute: schen Resultate in analoger Weise erklären. 

Die emngangs autsenorfene Frage. ob und wie weit die Beeinfli ssung 
des Rohlehndratstattwechsels durch Adrenalin auf einer Säurewirkung 
beruht. kann aber auch nach diesen Versuchen nicht endgültig ent- 
~ hieden wenden 

"Jaen Riol Chem. 95.463, A16. 


“ Arch. f.exper Pathol u. Charm. T4. 265, 1914. 
e y C 


t Irese Zmssehr 1092, 304. 20, 
E Naur Tei hohen Adrenahnhkonzeontrationen, die für den Warm- 
Ger mnt mehr in Betracht kommen, uber den Neutralpunkt hinaus. 
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Zusammenfassung. 


l. Die subkutane Adrenalininjektion führt beim Kaninchen regel- 
mäßig zu einer allerdings nur mäßigen Hypokapnie, die einige Stunden 
andauert. 

2. An Hunden läßt sich derselbe Befund nicht erheben. 

3. An Menschen findet sich nach Adrenalininjektion nur eine 
kurz andauernde, geringfügige Herabsetzung der CO,-Spannung in 
der Alveolarluft. Gelegentlich kann sie auch fehlen. 

4. Die festgestellte Hypokapnie ist daher nicht die unbedingte 
Voraussetzung für das Eintreten der Adrenalinhyperglykämie. 

5. Die Frage, ob eine lokale Säuerung in der Leber für das Zu- 
standekonımen der Adrenalinhyperglykämie von en ist, wird 
durch diese Versuche nicht berührt. 





Über den Einfluß 
des Zuckerstiches auf die Alkalireserve des Blutes bei Kaninchen. 


Von 
F. Kornfeld und U. Sammartino. 


(Aus der ersten medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1922.) 


Im Zusammenhang mit den Untersuchungen von Sammartino!) 
über intermediäre Säurebildung nach Zuckerstich und denjenigen 
von Elias und Kornfeld?) über den Einfluß des Adrenalins auf die 
Alkalireserve des Blutes schien es von Interesse, das Verhalten der 
CO,-Kapazität des Blutes nach Zuckerstich zu untersuchen. 

Zu diesem Zwecke wurde bei einer Reihe von Kaninchen, die tags 
vorher 25 g Zucker mit der Schlundsonde erhalten hatten und seither 
hungerten, in Urethannarkose aus einer frei präparierten Arterie 
unter Luftabschluß Blut entnommen, sodann der Zuckerstich aus- 
geführt und nach verschieden langer Zeit nochmals Blutproben 
entnommen. Die CO,-Bestimmungen wurden im Van Slykeschen 
Apparat vorgenommen. Neben dem CO,-Gehalt wurde in einigen 
Fällen auch die CO,-Kapazität bestimmt. Die Methodik war im 
übrigen identisch mit der in der oben erwähnten Arbeit von Elias 
und Kornfeld?) verwendeten, worauf bezüglich aller Einzelheiten ver- 
wiesen sei. Über die Technik des Zuckerstiches s. Sammartino!). 

Die Resultate unserer Untersuchungen sind aus den beigedruckten 
Tabellen ersichtlich. Es zeigt sich, daß die Veränderungen des 
CO,-Gehaltes im arteriellen Blute und diejenigen des CO,-Bindungs- 
vermögens miteinander weitgehend parallel laufen, so daß die Ver- 
änderungen der aktuellen Reaktion des Blutes nur geringfügige sind. 
Im allgemeinen kommt es eher zu einer Herabsetzung der Wasser- 
stoffzahl nach dem Zuckerstich. Was die Veränderungen der Alkali- 
reserve betrifft, so zeigt diese bei einer Anzahl von Tieren nach dem 
Zuckerstich eine Verminderung, bei anderen eine Erhöhung. Die 
nähere Betrachtung lehrt jedoch, daß das letztere Verhalten sich auf 


1) Sammartino, diese Zeitschr. 133, 215, 1922. 
2) Elias u. Kornfeld, ebendaselbst 133, 192, 1922. 
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solche Fälle beschränkt, bei denen die gefundenen CO,-Werte schon 
vor dem Zuckerstich abnorm niedrig waren. Dies kommt, wie spätere 
Versuche gelehrt haben, daher, daß die Tiere beim Aufbinden und der 
Entnahme des Blutes nicht mit der nötigen Schonung behandelt wurden, 
denn schon anscheinend geringfügige Schmerzen und sensible Reize 
sind, wie auch wir uns überzeugen mußten, imstande, eine starke Herab- 
setzung des CO,-Gehaltes des arteriellen Blutes und der Alkalireserve 
in kürzester Zeit herbeizuführen. [In unseren späteren Versuchen 
(3, 4, 6,7) ist dieser Fehler vermieden.) Nach Wiederberuhigung des 
Tieres steigen die Werte rasch wieder an. Die nach der Piqüre 
gewonnenen CO,-Werte können nicht mehr wesentlich unter dem 
Einflusse dieser Reize stehen, da sich die Tiere stets seit der Operation 
in bewußtlosem Zustande befanden und auf sensible Reize nicht mehr 
reagierten. 


Tabelle I. 


Einfluß des Zuckerstiches auf CO,-Gehalt des arteriellen Blutes und 
CO,-Bindungsvermögen bei Kaninchen. 
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Unter Berücksichtigung dieser Umstände ergibt sich somit: 
Alkalireserve und CO,-Gehalt des arteriellen Blutes sind in allen unseren 
Versuchen in guter Übereinstimmung etwas niedriger als die bei schonungs- 
roll behandelten normalen 'Fieren erhaltenen Werte, wie sie aus den 
späteren der hier mitgeteilten Versuche (4 bis 7) und den von Klias und 
Kornfeld (l. c. Tabelle I) nach derselben Methode ausgeführten Experi- 
menten hervorgehen. Die Piqure vermag jedoch eine schon vorher aus 
anderen Gründen herabgesetzte Alkalireserve nicht weiter zu ver- 
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mindern, ja nicht einmal das spontan erfolgende Wiederansteigen 
derselben zu verhindern. 

Nach dieser Feststellung blieb noch zu entscheiden, ob die 
gefundenen Veränderungen eine Wirkung der Verletzung des Zucker- 
zentrums am Boden des vierten Ventrikels bzw. der Wurmspaltung 
oder aber eine Folge des mit der Operation und dem Abfließen des 
Liquor cerebrospinalis verbundenen Traumas sind. Zu diesem Zwecke 
wurde bei zwei Kaninchen (Tabelle II) die ganze Operation wie bei der 
Piqure durchgeführt, nur der Einstich in den Boden des vierten Ven- 
trikels und die Wurmspaltung unterlassen. Auch nach diesem Eingriff 
fand sich eine deutliche Herabsetzung der Alkalireserve des Blutes. 


Tabelle II. 
Verhalten des CO,-Gehaltes des arteriellen Blutes von Kaninchen nach 
Eröffnung der Membrana atlantooceipitalis und Abfließen des 
Liquor cerebrorpinalis. 
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Zusammenfassend läßt sich sagen, daß Kaninchen nach Zucker- 
stich eine um einen geringen Betrag niedrigere Alkalireserve bei wenig 
veränderter, eher herabgesetzter Wasserstoffząahl im arteriellen 
Blute aufweisen als normale Tiere, daß aber zumindest ein Teil 
dieser Wirkung die Folge des mit der Operation gesetzten Traumas ist. 


Zur Frage der Milchsäurebildung nach Zuckerstich. 


Von 


U. Sammartino (Rom). 
(Aus der ersten medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1922. ) 


E. Neubauer!) hat nach seinen Versuchen angenommen, daß die 
Wirkung der Piqùre durch Asphyxie der gestauten Leber zu erklären 
wäre, und hat als Stütze dafür das Sauerwerden des Harnes und einen 
vermehrten Milchsäuregehalt desselben angeführt. Da nach Adrenalin- 
injektion sich eine vermehrte Milchsäurebildung nachweisen ließ (Elias 
und Sammartino”), lag es nahe, beim Zuckerstich nach ähnlichen Be- 
funden zu fahnden. Zu dem Zwecke wurde an Kaninchen, an denen 
der Zuckerstich mit Erfolg ausgeführt worden war (Kontrolle durch 
Harnuntersuchung oder Blutzuckerbestimmung), der Milchsäuregehalt 
der Leber bestimmt. | 

Die Piqüure wurde in Urethannarkose nach der von Neubauer 
geübten Methode so angestellt, daß sowohl der klassische Zuckerstich 
(Boden des vierten Ventrikels) wie auch die Wurmspaltung ausgeführt 
wurde. Die chemische Verarbeitung des gewonnenen Materials erfolgte 
ähnlich wie in den von Elias und Sammartino mitgeteilten Versuchs- 
reihen, und ist aus den beigegebenen Tabellen, resp. aus einem aus- 
führlich mitgeteilten Versuchsprotokoll zu entnehmen. Die Leber 
wurde möglichst bald nach der Blutentnahme, bis auf zwei Versuche, 
bei denen es ausdrücklich vermerkt ist, spätestens innerhalb einer 
halben Stunde nach Beginn der Blutentnahme verarbeitet. 


Versuche. 


Zur Kontrolle wurden nur zwei Versuche angestellt, da ja bereits 
fünf Kontrollen aus der mit Elias gemeinschaftlich mitgeteilten Ver- 
suchsreihe vorliegen. Die Versuche sind in zwei Tabellen zusammen- 
gefaßt. Ein Versuch ist als Beispiel ausführlicher mitgeteilt. 


1) E Neubauer, diese Zeitschr. 43, 335, 1912; 52, 118, 1913. 
2) H. Elias und U. Sammartinn, diese Zeitschr. 117, 10, 1921. 
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Versuch 6: 21. September 1921. Kaninchen, 2000 g, erhält um 4h 
nachmittags 25 g Saccharose in Wasser gelöst. 

22. September. Harn zuckerfrei. 1145’, 25 ccm 10 proz. Urethan- 
lösung per os. 

12245’ wird dem tief narkotisierten Tiere die Leber entnommen 
(geringe Coccidiose, 60 g), rasch eingewogen und mit Quarzsand unter 
Sublimat und Salzsäure verrieben. 

Der erschöpfende Sublimat-Salzsäureextrakt der Leber (974 ccm) 
wird mit SH, ausgefällt, filtriert, von SH, durch einen Luftstrom befreit; 
es bleiben 856 ccm klarer Flüssigkeit. Genaue Neutralisation durch Natron- 
lauge, Einengung im Vakuum auf 100 cem, übliche Extraktion im Linden- 
schen Apparat mit Äther, Reinigung durch Überführung über das Bleisalz, 
Bildung des Zinklaktats. Bestimmung der Milchsäure nach Fürth-Charnas 
in der Modifikation von Embden. 

Titration der Kontrolle erforderlich: 61,8 cem n/10-Jodlösung. 

Titration des Versuches erfordert: 56,9 ccm n/10-Jodlösung. 

Das Aldehyd verbraucht also: 4,9 ccm n/10-Bisvlfitlauge. 

Die ganze Extraktionsflüssigkeit enthielt also 25,06 mg Milchsäure, 
die Leber daher 0,0416%. 

Der Milchsäuregehalt der Leber nach Zuckerstich hat sich den 
Kontrollversuchen gegenüber zwar erhöht erwiesen (53 gegen 36 me "2.1, 
doch bei weitem nicht in dem Ausmaß wie es nach Adrenalininjektion 
der Fall ist (100 gegen 38 mg-%). 

Ob diese Versuche gestatten, Schlüsse auf die Frage über die 
Identifizierung bzw. Differenzierung von Adrenalin — und Zuckerstich- 
glykosurie zu ziehen, soll an anderer Stelle besprochen werden. 
Jedenfalls wäre es möglich, daß das Operationstrauma allein die Ur- 
sache für diese geringe Steigerung des Milchsäuregehaltes in der Leber 
wäre, was durch Kontrollversuche erst zu erhärten sein wird. Anderer- 
seits ist es auch denkbar, daß der schwere Eingriff einen höheren 
Anstieg der Milchsäurewerte in der Leber verhindert. Das könnten 
wohl Andrenalininjektionsversuche an Tieren zeigen, bei denen die 
ganze Operation des Zuckerstiches einschließlich der Öffnung der 
Atlantooceipitalmembran mit Ausnahme der Piqure selbst durch- 
geführt worden ist. 


Beiträge zur Kenntnis der Amylase in Pflanzen. 


I. Über die Bildung und das Verhalten der Amylase in lebenden Pflanzen. 


E Hi re 


Von 


Knut Sjöberg. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. August 1922.) 
Mit 12 Ablildungen im Text. 
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Die vorliegende Arbeit soll ein Beitrag zur Kenntnis der stärke- 
spaltenden Enzyme in höher entwickelten Pflanzen sein. Zwar ent- 
deckten Payen und Persoz!) vor ungefähr 100 Jahren und ziemlich 
zur selben Zeit auch Saussure ein zuckerbildendes Enzym in Malz; 
es dauerte jedoch sehr lange, ehe man fand, daß auch andere Pflanzen- 
teile als Samen solche Enzyme enthalten. Amylase in Malz und anderen’ 
keimenden Getreidekörnern sind gleichfalls Gegenstand einer Reihe 


1) Payen und Persoz, Ann. de Chim. et Phys. 98, 73, 1833. 
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mehr oder weniger umfangreicher Untersuchungen gewesen. Unsere 
Kenntnis der Amylase in anderen Pflanzen und Pflanzenteilen, was 
sowohl deren Wirkung wie auch die Voraussetzungen für ihre Bildung 
und Variation innerhalb der lebenden Pflanze anbetrifft, ist jedoch 
sehr mangelhaft. Untersuchungen über die quantitative Feststellung 
der Enzymmenge per Zelle oder Gramm Trockengewicht und die 
quantitative Veränderung der Enzymmenge wurden bisher nur mit 
niedrig entwickelten Organismen ausgeführt. Solche Untersuchungen 
sind in dem hiesigen Laboratorium mit Hefe!)?), Schimmelpilzen?) ®) 
und Algen) angestellt worden. Es erschien mir deshalb zweckmäßig, 
solche Feststellungen auch bei höher entwickelten Pflanzen zu machen. 
In dieser Arbeit werden Amylasen behandelt, unter welcher Bezeichnung 
die Zusammenfassung der Enzyme zu verstehen ist, welche zur Spaltung 
von Stärke zu niedrigeren Kohlehydraten, Maltose und eventuell 
(lykose beitragen. Der erste Teil dieser Arbeit behandelt das Ver- 
hältnis der Amylase innerhalb der lebenden Pflanzen in Hinblick auf 
sowohl deren Bildung sowie Veränderung unter verschiedenen Voraus- 
setzungen. Im zweiten Teil ist ein Vergleich zwischen einer früher 
nicht näher untersuchten Pflanzenamylase und der Malzamylase be- 
treffend ihrer Temperaturempfindlichkeiten angestellt worden. 


2. Frühere Arbeiten und Beobachtungen. 


Von älteren Arbeiten über stärkespaltende Enzyme in Blättern und 
anderen Teilen höher entwickelter Pflanzen seien hier nur einige der wich- 
tigsten genannt. Es war Kosmann®), welcher entdeckte, daß Blätter einen 
Stoff enthalten, welcher auf die Stärke umbildend ’einwirkt. Er extrahierte 
sowohl frische wie getrocknete Blätter mit Wasser und fällte den Extrakt. 
mit Alkohol aus. Die Fällung spaltete darauf in Wasserlösung sowohl 
Stärke wie Saccharose und Salicin und enthielt somit mehrere Enzyme. 
Baranetzky gab 1878 eine Arbeit über ‚Die stärkeumbildenden Fermente 
in den Pflanzen‘ heraus. Er glaubte jedoch zu finden, daß Wasserextrakt 
von Blättern die Stärke nicht unmittelbar spaltete, sondern erst nach 
Verlauf von mehreren Tagen. Brasse’) erbrachte vollgültige Beweise für 
de Existenz von Diastase in Blättern. 

Die ersten größeren, mehr quantitativ vergleichenden Untersuchungen 
auf diesem Gebiete wurden von Brown und Morris?) ausgeführt. Sie ver- 
folgten mikroskopisch das Keimen von Roggen. Auf Grund ihrer Beob- 


1) Euler und Johansson, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 4, Nr. 23, 
1911. 

2) Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chern. 106, 201, 1919. 

3) Euler und Asarnoj, Fermentf. 8, 318, 1920. 

4) Euler, Fermentf. 4, 242, 1921. 

5) Sjöberg, Fermentf. 4, 97, 1920. 

t) Kosmann, Bull. de la soc. cheın. de Paris 1877, S. 231. 

7) Brasse, C. r. 99, 878, 1884. 

3) Brown und Morris, Journ. Chem. Soc. 87, 458, 1890. 
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achtungen unterschieden sie zwischen zwei Diastasen, und zwar: Sekretions- 
diastase, die beim Keimen auf Kosten des Protoplasmas und der Zellkerne 
entsteht und Translokautionsdiastase, die sich in allen Blättern und vegeta- 
bilischen Organen vorfindet. Wortmann!) fand, daß alle Samen Diastase 
enthalten, stärkefreie jedoch nur wenig. Bei der Keimung vermehrt sich 
die Diastasemenge bedeutend. Die Blätter wurden auf folgende Weise 
untersucht: Die gesammelten Blätter wurden fein zerschnitten, dann 
mit etwas Wasser im Mörser fein zerrieben und darauf mit etwa gleichem 
Volumen Wassers extrabiert, die Auszüge filtriert und direkt verwendet. 
Wortmann fand jedoch, daß diese Extrakte keine Diastasewirkung hatten. 
Hieraus zog er folgenden Schlußsatz: „Wir müssen hiernach annehmen, 
daß die Auflösung der Stärke in den Blättern vom Protoplasma direkt 
besorgt wird und daß keine oder nicht genügend Mittel vorhanden sind, 
um die Blattstärke unabhängig vom Pıotoplasma in den Blattzellen in 
Lösung zu bringen.“ Zu deınselben Resultat kam Vines?). Brown und 
Morris?) waren, wie gesagt, die ersten, welche versuchten, die Diastase- 
menge in verschiedenen Pflanzen und zu verschiedenen Zeiten quantitativ 
zu vergleichen. Im Gegensatz zu Wortmanns Annahme sagen sie: „So 
far from leaves containing, as a mile, little or no diastase, we heve never 
found a single case, where diastase was not present in sufficient quantity 
to transforın far more starch than the leaf can ever contain at any time”. 
Wortmanns Resultat war darauf zurückzuführen, daß Gerbstoffe, besonders 
Tannin, die Diastasewirkung verhinderten. Die Blätter müssen zuerst 
bei 30 bis 35° getrocknet werden. Behandelt man die Blätter sofort nach 
dem Pflücken mit Chloroformdampf, können sie ohne Veränderung der 
Amylasewirkung nachher getrocknet werden. Ferner müssen die fein 
pulverisierten Blätter bei der Ausführung der Reaktion zugegen sein, da 
nicht alle Amylase in den Wasserextrakt übergehen. Als Maßstab für die 
Amylasewirkung geben sie an: ‚‚The number of grams of maltose which 
the diastase of 10 grams of leaves is able to produce from soluble-starch 
by hydrolysis in 48 hours, at a temperature of 30°“. Sie haben auf diese 
Weise die Amylasewirkung in den Blättern einer Reihe von Pflanzen ver- 
schiedener Gattungen bestimmt. Besonders reich an Enzymen erwiesen 
sich Leguminosae, vor allem die Gattungen Phaseolus und Pisum. Ferner 
untersuchten sie die Amylasewirkung bei einigen Pflanzen zu verschiedenen 
Tageszeiten. Während der Nacht erhöhte sich dieselbe, um dann im Laufe 
des Tages wieder zu sinken. Ebenso erhöhte sich die Enzymwirkung bei 
abgepflückten Blättern, wenn dieselben im Dunkeln lagen. Die Verfasser 
meinten, daß dies darauf beruhe, daß das Enzym in dem Maße verbraucht 
wird, in welchem es Stärke hydrolysiert. Am Tage, wo die Stärkemenge 
groß ist, wird darum mehr als während der Nacht und im Dunkeln ver- 
braucht, wo nicht viel Stärke umzubilden ist. Brown und Morris unter- 
suchten auch im Zusammenhang hiermit die Veränderung der Stärke- 
und Zuckermenge in Blättern während des Verlaufs eines Tages. Hansteen +) 
fand, daß sich in den Schildchen von Gras während der Keimung Amylase 
bildet. @rüss®) hat die Frage betreffend das Verhalten des diastasischen 


1) Wortmann, Bot. Zeitung 48, Nr. 37 u. f., 1890. 

2) Vines, Brit. Assoc. Report 1891, S. 679. 

3) Brown und Morris, Journ. Chem. Soc. 68, 604, 1893. 
4) Hansteen, Flora 79, 419, 1894. 

5) Grüss, Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot. 26, 379, 1894. 
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Enzyms in Keimpflanzen behandelt. Er extrahierte Pflanzenteile mit 
Glycerin und untersuchte darauf den Glycerinextrakt. Er diskutierte 
das Vermögen der Diastase, durch die Zellwände zu diffundieren, und kam 
zu dem Resultat, daß es zwei Enzyme gibt, von welchen das eine leicht 
durch die Wände der Zelle dringen kann, ohne sie zu zerstören, während 
das andere die Zellwände nur mit Schwierigkeit durchdringen kann und 
dieselben gleichzeitig zerstört. Interessant sind seine Untersuchungen mit 
Keimpflanzen von Phaseolus multiflorus. Er bestimmte die Diastasemenge 
in verschiedenen Teilen der Pflanze und fand, daß dieselbe am größten 
in der Spitze ist, sich nach den Kotelydonen zu vermindert, wo sie wieder 
groß ist, sich dann im Stiele verringert und in der Wurzel ganz verschwindet. 
Die Enzymwirkung steigt in den verschiedenen Teilen während des Keimens 
und der Entwicklung der Pflanze, bis dieselbe ein bestimmtes Stadium 
erreicht hat, worauf sie wieder abnimmt. In einer späteren Arbeit unter- 
suchte Grüss!) den Inhalt verschiedener Zellen bei Keimpflanzen von 
Zea Mays auf Diastase und kam zu dem Resultat, daß in allen stärke- 
führenden Reservebehältern sich der Hauptbildungsherd der Diastase da 
findet, wo im allgemeinen die Stärke zuerst gelöst werden soll. Von Linz?) 
stammt eine Untersuchung betreffend die Verteilung der Amylase in ver- 
schiedenen Teilen von Maissamen. Er fand die Diastasewirkung am größten 
in den Schildchen, und da vor allem in deren Epithel. Zffront?) hat die 
Amylasebildung bei der Keimung von Getreidekörnern untersucht und 
dabei gefunden, daß das Verzuckerungs- und das Verkleisterungsvermögen 
sich nicht parallel entwickeln. Das erstgenannte erreicht schnell einen 
Höhepunkt und sinkt darauf, während sich das letztere langsamer ent- 
wickelt und dann etwas länger auf einem maximalen Werte stehen bleibt. 
sine größere Arbeit über die Bildung von Diastase bei Pflanzen ist auch 
von Eisenberg*) geliefert worden. Zur Bestimmung der Amvlasewirkung 
trocknete er zuerst das Material bei 42°, pulverisierte dasselbe, extrahierte 
mit einem bestimmten Volumen Wasser und filtrierte. Er bestimmte 
darauf, eine wie lange Zeit verstrich, bis daß eine lproz. Stärkelösung 
durch Jod nicht mehr blau gefärbt wurde. Er wandte sich gegen Browns 
und Morris’ Annahme, daß der Diastasegehalt im Verlaufe des Tages sinkt. 
Hierüber sagt er: Durch meine Beobachtung konnte keine direkte Be- 
einflussung des Diastasegehaltes der Blätter (Pisum sativum) durch Be- 
leuchtungsverhältnisse ermittelt werden.“ Er fand weiter, „mit fortschrei- 
tender Keimung wächst die Menge der in den Keimpflanzen vorhandenen 
Diastase.... Im allgemeinen enthalten Blätter, die bei der Assimilation 
leicht Stärke speichern, viel Diastase, während Zuckerblätter arın an dem 
Enzym sind.“ Butkewitsch5) hat in der Rinde, dem Holze und in den 
Blättern einer Reihe von Bäumen und Pflanzen Amylase nachgewiesen. 
Blagowjeschtschenski®) untersuchte das Verhältnis zwischen Stärke und 
Ampylasemenge in keimenden Samen von Vicia Faba. Die Amvlase- 
bestimmung wurde so ausgeführt, daß man zu 100 cem 0,5proz. Stärke- 


1) Grüss, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 13, 2, 1895. 

2) Linz, Jahrb. wiss. Bot. 29, 367, 1896. 

3) Effront, C. r. 141, 626, 1905. 

4) Eisenberg, Flora 97, 347, 1907. 

5) Butkewitsch, diese Zeitschr. 10, 314, 1908. 

©) Blagowjeschtschenski, Journ. Russ. Phys. Chem. Ges. 47, 1529, 
195; Chem. Zentralbl. 87, 2A, 1916. 
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loosung 0.25 g Samen und l eem Toluol mischte, worauf man die Menge 
reduzierenden Zuckers unmittelbar und nach 24 Stunden bestimmte. 
Er fand jedoch keinen Zusammenhang zwischen den Variationen der 
Starke und der Amviase. Prusht) hat die kohlehydratspaltenden 
Enzyme in frischen Blattern bei einer Reihe von Pflanzen untersucht. 
Er fand. dad hauntsuchlich Glvkese gebildet wurde, weshalb er sagt. 
da3 „there is therefore no denubt as to the present of maltose in this 
leaves. wether plucked at night or in the daytime“. Eın Wasserextrakt 
von Blattern spaltet jedoch Starke nur zu Maltose, bei Anwesenheit des 
feınpulverisierten Praparates wird aber auch Glykose gebildet. Kürzlich 
haben Palladin und Popor’) eime Abhandlung veröffentlicht „Über die 
Entstehung der Amvlase und Maltese in den Pflanzen”. Ihre Methode 
inr die Bestimmung der Amvlasewırkung ist folgende: Die frischen Blatter 
werden im Morer zerrieben und dann mit Chloroform oder Toluol auto- 
Ivsıert. Nach einigen Tagen wird die Masse gepreßt, der Rückstand mit 
Wasser aufgeschlemmt und Stärke zugesetzt. Auf diese Weise werden 
die gelösten Diastase entfernt und nur das, was an die Protoplasten ge- 
bunden ist oder durch die Gerbstoffe gefallt wird, bleibt zurück. Das 
Reduktionsvermögen wird nach Fehling bestimmt und der Zucker als 
Glvkose berechnet. Sie fanden: ain grünen und etiolierten Blättern ver- 
schiedener Pflanzen nach einer dauernden Autolvse (von I bis 23 Tagen) 
bei hoher Sommertemperatur und darauffolgendem sorgfaltigen Durch- 
waschen in Wasser bleibt noch aktive, mit den Protoplasten verbundene 
Diastase. In jungen Blattern ist mehr gebundene Diastase als in alten.... 
In Blättern befindet sich die Diastase beinahe ausschließlich in Verbindung 
mit den Protoplasten. Die Art dieser Verbindung ist unbekannt.‘ Sis 
fügen jedoch hinzu, daß wahrend der Autolyse Diastase, die mit den Proto- 
plasten verbunden ist, sich spaltet und in die Lösung übergeht‘. 


3. Methodik. 
a) Historisches. 


Wie aus der geschichtlichen Zusammenfassung hervorgeht, sind 
eine Reihe Verfasser zu der Auffassung gekommen, daß es bei der 
Bestimmung der Amylasewirkung notwendig ist. die feinnulverisierten 
Pflanzenteile in der Reaktionsmischung anwesend zu haben. um ein 
quantitativ richtiges Resultat zu erhalten. Besonders hervortretend 
in dieser Beziehung sind die von Pallatin und Popoff ausgeführten Unter- 
suchungen. Einige Verfasser, wie Brown und Morris und Eisenberg, 
haben zuerst ihr Material bei 30 bis 40° getrocknet. Ein solches Ver- 
fahren kann jedoch sehr leicht einen schädlichen Einfluß auf die Amylase- 
wirkung haben. So hat z. B. Verfasser?) dieser Arbeit gezeigt, daß 
Amylase von Grünalgen beim Trocknen bei gewöhnlicher Zimmer- 


I) Daish, Biochem. Journ. 10, 49, 56, 1916. 
2) Palladin und Popoff, diese Zeitschr. 128, 487, 1922. 
3) Sjoberg, l. c. 
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temperatur etwas von ihrem Spaltungsvermögen verlieren. Um einen 
wirklichen Wert der Amylasewirkung gerade da, wenn die Proben 
entnommen werden, zu erhalten, ist es notwendig, dieselben unmittelbar 
zu behandeln. 


Ein Wasserextrakt von Blättern ist hellgelb bis stark rotbraun 
gefärbt. Bei der Bestimmung der Amylasewirkung ist es darum not- 
wendig, sich entweder einer Methode zu bedienen, die gleich gut in 
gefärbten Lösungen anwendbar ist, oder zuerst die Farbstoffe von dem 
Material zu extrahieren. Eine solche Extraktion muß folglich mit 
einem Lösungsmittel ausgeführt werden, welches weder die Amylase 
auflöst oder sonst irgendwelche schädliche Einwirkung auf dieselbe 
hat. Extraktionsversuche sind mit Alkohol und Aceton in verschie- 
denen Konzentrationen als Lösungsmittel ausgeführt worden. Diese 
Lösungsmittel extrahierten so gut wie vollständig das Chlorophyll, 
welches jedoch nicht wasserlöslich und darum bei der Bestimmung 
nicht hindecrlich ist. Die wasserlöslichen rotbraunen Farbstoffe werden 
dagegen nicht extrahiert. Was den Einfluß des Extraktionsmittels 
auf die Amylasewirkung betrifft, so war ein solcher bei der Anwendung 
von 96proz. Alkohol fast gar nicht zu bemerken. Nach Extraktion 
mit 60proz. Alkohol und 80proz. Aceton war die Amylasewirkung 
bedeutend vermindert, dadurch verursacht, daß ein Teil des Enzyms 
in Lösung ging. Es erwies sich also als nicht zweckmäßig, durch eine 
vorbereitende Extraktion die Farbstoffe zu entfernen. 


Für die Bestimmung der Amylasewirkung mußte darum eine Me- 
thode angewendet werden, welche unabhängig von der Farbe des Ex- 
traktes ist. Es dürfte unnötig sein, hier auf eine ausführliche Beschrei- 
bung aller Methoden einzugehen, welche ausgearbeitet worden sind. 
Ich möchte in diesem Zusammenhange nur auf die Arbeiten von 
Sherman!) und seinen Mitarbeitern und von Euler und Svanherg?) 
hinweisen. Von den angewendeten Methoden kommt aus den oten- 
genannten Gründen Wohlgemuths?) kolorimetrische Methode nicht in 
Frage. Ebenso sind die Methoden, die sich auf die Bestimmung des 
Polarisationsvermögens gründen, unanwendbar, da die Lösungen viel 
zu stark gefärbt sind. Als praktisch anwendbar verbleiht die Reduk- 
tionsmethode, d. h. die Bestimmung des gebildeten Zuckers durch 
sein Vermögen, alkalische Kupferlösungen zu reduzieren. 

Die Spaltung von Stärke zu Maltose geht in mehreren Stadien 
vor sich, und hierbei wirken wahrscheinlich mehrere Enzyme mit. 
Man kann jedoch die Spaltung in zwei größere Absätze einteilen. nämlich 


1) Sherman und Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 623, 1915. 
2) Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 193, 1920. 
2) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
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die Verkleisterung der Stärke und die Spaltung der Zwischenprodikte 
in Zucker. Die verschiedenen Phasen sind natürlich mehr oder weniger 
voneinander abhängig. lm allgemeinen geht die Verkleisterung der 
Stärke bedeutend schneller vor sich als die Zuckerbildung. In lproz. 
Stärkelösung z. B. wird sämtliche Stärke zu Dextrin umgebildet, 
d. h. die Lösung wird von Jod nicht länger blau gefärbt, auch wenn 
sich nur wenig Zucker gebildet hat. Will man daher den Verlauf der 
Spaltung vollständig untersuchen, ist es notwendig, diese beiden Reak- 
tionen zu bestimmen. Da es sich jedoch in dieser Arbeit darum handeln 
soll, die Amylasewirkung bei Pflanzen zu untersuchen, sah ich es als 
ausreichend an, das Verzuckerungsvermögen zu bestimmen, da die 
Bildung des Schlußproduktes das wichtigste für die Pflanze ist, und die 
Zwischenprodukte nur Interesse als solche haben. 

Bestimmungen des Verzuckerungsvermögens bei Pflanzenamylase 
mit Ausnahme von Malzamvlase sind früher so ausgeführt worden, 
daß man das Enzympräparat während einer bestimmten Zeitdauer 
auf Stärkelösung einwirken ließ und dann bestimmte, wieviel Zucker 
sich gebildet hatte. Oder man hat auch die Zeit bestimmt, welche 
erforderlich ist, um eine gewisse Menge alkalische Kupferlösung ganz 
zu entfärben. Was die Malzamvlase betrifft, liegen eine ganze 
Reihe genauer Untersuchungen über den Verlauf der Zuckerbildung 
vor. Mehrere Verfasser haben sehr exakte systematische Versuche 
darüber ausgeführt, inwieweit die Verzuckerung sich der Formel für 
monomoelckulare Reaktionen anschließt. Indem ich von älteren Arbeiten 
auf diesem Gebiet auf Eulers und Svanbergs erwähnte Arbeit hinweise, 
will ich näher auf deren Untersuchungen einsehen. Diese Forscher 
haben gefunden, daß das erste Stadium der Verzuckerung eine bei- 
nahe monomolekulär verlaufende Reaktion ist, wobei aus l g Stärke, 
unabhängig von der Enzymmenge, annähernd 750 mg Maltose entsteht. 
Die Reaktionskonstante ist der Einzymkonzentration annähernd pro- 
portional. Nachdem sich 75°, der theoretischen Menge Maltose ge- 
bildet hat, verläuft die Reaktion jedoch bedeutend langsamer. Wie 
bei der Rohrzuckerinversion treten auch hier lineare Beziehungen 
zwischen Substratmenge und Spaltungsgeschwindigkeit auf. Zur 
Angabe der Verzuckerungsfähigkeit S/ von Amylasepräparaten schlagen 
sie folgende Einheit vor, welche der früher für Saccharose eingeführten 
analog ist!): 

D = k.q Maltose 
g Präparat 

Hier bedeutet E den Mittelwert des Reaktionskoeffizienten der 

monomolekularen Reaktion, nach welcher sich der erste, größte Teil 


1) Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 201, 1919. 


Amylase in Pflanzen. . 225 


der Verzuckerung vollzieht, g Maltose die Anzahl g Maltose, welche 
durch diese Reaktion maximal gebildet werden können. 

Unabhängig von Euler und Svanberg stellten Lüers und Wasmund!) 
ungefähr gleichzeitig einen ähnlichen Ausdruck als Maß für die Ver- 
zuckerungsfähigkeit auf: 

P k.g Stärke l 
" o Fermentpräparat 


Der einzige Unterschied in diesen beiden Ausdrücken besteht 
darin, daß die letztgenannten Forscher an Stelle der Anzahl g Maltose, 
die gebildet wird, die Menge der Stärke setzen. Da von lg Stärke 
1,056 g Maltose gebildet werden, wird der Wert auf Sf hierdurch nur 
unbedeutend vermindert, wenn alle Stärke mit ein und derselben 
Geschwindigkeit zu Maltose verwandelt wird. In dem Falle, wo nur 
75% Maltose gebildet werden, dürfte es zweckmäßig sein, mit dem 
von Euler und Svanberg vorgeschlagenen Ausdruck zu rechnen. 

Da keine näheren Untersuchungen darüber vorliegen, inwieweit 
auch andere Pflanzenamylasen ein ähnliches Verhalten bei der Zucker- 
bildung aufweisen, war es notwendig, dies zuerst zu untersuchen, 
ehe die obenstehende Anschauung geltend gemacht werden konnte. 

Von großer Bedeutung bei der Bestimmung der Amylasewirkung 
ist die Beschaffenheit des Substrates. Nach Wirth?) wiesen verschiedene 
Stärkesorten Unterschiede in ihrer Angreifbarkeit durch Diastase auf. 
‚Sherman und seine Mitarbeiter?)*) haben die Wirkung einer Reihe von 
Amylasepräparaten auf verschiedene Stärkesorten untersucht und ge- 
funden, daß das Resultat mit der Stärke variiert. Auch Euler und 
M yrbäck5) haben ähnliche Untersuchungen ausgeführt. Es ist daher 
von großer Wichtigkeit, daß man bei vergleichenden Versuchen dieselbe 
Stärke anwendet. In der vorliegenden Untersuchung ist die von Merck 
unter der Bezeichnung ‚,‚lösliche Stärke“ im Handel geführte zur An- 
wendung gekommen. 


b) Die Endprodukte. 


Um die durch die Enzymwirkung gebildete Zuckermenge quanti- 
tativ zu bestimmen, muß man wissen, inwieweit die Reaktion mit der 
Bildung von Maltose aufhört oder ob dieselbe in Glykose übergeht. 
Was Malzamylase anbetrifft, rechnet man im allgemeinen damit, daß 


1) Lüers und Wasmund, Fermentf. 5, 169, 1922. 

2) Wirth, Diss. München 1908. 

3) Sherman and Baker, Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 1885, 1916. 

4) Sherman, Walker and Cadwell, Journ. Amer. Chem. Sos. 42, 1123 
1919. 

5) Euler und Myrbäck, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 9, 
1921. 
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die Reaktion mit der Bildung von Maltose aufhört. Sherman und 
Punnet!), welche mehrere Amylasepräparate in dieser Hinsicht unter- 
sucht haben, sagen, daß jederzeit etwas Glykose gebildet wird. Unter 
den Voraussetzungen aber, unter welchen die Reaktion im allgemeinen 
ausgeführt wird, ist die Bildung von Maltose so überwiegend, daß man 
mit Fug damit rechnen kann, daß nur Maltose gebildet wird. Die 
Angaben sind jedoch recht schwankend, wie es sich damit verhält, 
wenn die Reaktion von anderen Pflanzenenzymen katalysiert wird. 
Daish*), der die Produkte bei der Spaltung von Stärke durch Enzyme 
von einigen verschiedenen Pflanzen untersucht hat, kam zu dem Re- 
sultat, daß hauptsächlich Glykose gebildet wird, aber in kleineren 
Mengen auch Maltose. Wurde die Spaltung mit einem Wasserextrakt 
ohne Gegenwart des feinpulverisierten Präparats ausgeführt, so wurde 
jedoch nur Maltose gebildet. Baker und Hulton®) haben Versuche 
mit Getreidekörnern ausgeführt. Wenn Amylase von ungekeimtem 
Roggen oder Gerste auf Kartoffelstärke einwirkt, so wurden &-Amylo- 
dextrin und Maltose gebildet. Amylase von keimendem Roggen ergibt 
unter denselben Voraussetzungen Dextrin und Maltose. Palladin*) 
berechnet den reduzierenden Zucker, den er bei der Einwirkung der 
Amylase von Blättern verschiedener Pflanzen erhielt, als Glykose. 

Auf Grund dieser variierenden Angaben habe ich die Produkte 
bei der Spaltung mit Enzymen von Phaseolus vulgaris untersucht. 
Eine Enzymlösung wurde von Blättern von Phaseolus bereitet und 
diese einer Lösung von 1 g Stärke zugesetzt (pn = 5,2). Nach Verlauf 
von 24 Stunden war sämtliche Stärke so weit gespalten, daß die Lösung 
durch Jod nicht mehr gefärbt wurde. Die Lösung wurde filtriert und 
auf 150 ccm verdünnt. 

Diese Lösung ergab in der 10-cm-Röhre eine Drehung von 1,00° 
(18°C). Diese Drehung entspricht 0,73%, Maltosehydrat = 0,69% 
Maltoseanhydrid, berechnet nach [æ] = 137,3. Hätte die Lösung 
nur Glykose enthalten, würde die Konzentration 1,91%, Ieka = 32,5, 
betragen haben. Beem der Lösung wurden laut Bertrands Methode 
reduziert. Hierbei wurden 36,1 mg Cu reduziert, welches 32,5 mg 
Maltose oder 18,0 mg Glykose entspricht. Dies ergibt folgendes Kon- 
zentrationsverhältnis in der Lösung: 

Maltose 0,65%, Glykose 0,36%. 

Ein Teil der Lösung wurde 5 Stunden lang im Wasserbade mit 
verdünnter HCl hydrolysiert. Das Volumen wurde auf das ursprüng- 
liche ergänzt. Die Drehung in der 10-cm-Röhre betrug nun 0,40° 

I) Sherman and Punnct, Journ. Amer. Chem. Soc. 88, 1877, 1916. 
Daish, Biochem. Journ. 10, 49, 1916. 


) 
) 
3) Baker and Hulton, Journ. Chem. Soc. London 119, 805, 1921. 
1) Palladin und Popoff, diese Zeitschr. 128, 487, 1922. 
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= 0,76% Glykose. 5 ccm reduzierten 66,0 mg Cu = 33,5 mg Glykose 
= 0,67% Glykose oder 0,64%, Maltose (Anhydrid). 

Dieses Resultat zeigt deutlich, daß in diesem Falle nur Maltose 
gebildet wurde. Auf Grund dessen ist im folgenden der reduzierende 
Zucker stets als Maltose berechnet worden. Es hat sich auch in keinem 
Falle so viel reduzierender Zucker gebildet, daß derselbe, berechnet 
als Maltose, die Menge übersteigt, die sich theoretisch hätte bilden 
können. Dies hätte leicht eintreten können, wenn auch Glykose ge- 
bildet worden wäre. 


c) Die Ausführung der Amylasebestimmung. 


Die Bestimmung der Amylasewirkung wurde auf folgende Weise 
ausgeführt. Eine abgewogene Menge Blätter wurde in einem Porzellan- 
mörser mit feinem Seesand und etwas Wasser zu einer gleichmäßigen, 
fein verteilten Masse zerrieben. Diese wurde in einen Meßkolben von 
100 ccm gespült und teils Phosphatlösung bekannter Wasserstoffionen- 
konzentration und teils Stärkelösung zugesetzt. Außerdem wurde 
1 ccm Toluol, welches keine Einwirkung auf die Amylasewirkung hat, 
zugesetzt, und zwar um die Infektion durch Mikroorganismen zu ver- 
hindern, was um so mehr erforderlich war, als die Versuche über mehrere 
Tage ausgestreckt werden mußten. Unmittelbar hierauf wurde eine 
Probe von l15ccm entnommen, da die Pflanzenteile im allgemeinen 
Zucker und andere reduzierende Verbindungen enthalten und es darum 
notwendig ist, wegen dieser zu korrigieren. Darauf wurden nach ver- 
schieden langen Zeitabschnitten, je nach der Stärke der Amylase, 
Proben von l5ccm entnommen. Diese ließ man in 20 ccm 4proz. 
Kupfersulfatlösung fließen, wobei die Enzymwirkung abgebrochen 
wurde. Die gebildete Maltose wurde nach Bertrands Methode bestimmt. 
Hierbei sollen 20 cem der Zuckerlösung, 20 ccm Kupfersulfatlösung und 
20 ccm alkalische Seignettesalzlösung angewendet werden. Weil 
15ccm von der Probe entnommen wurden, war es notwendig, die 
Amylasewirkung mit Kupferlösung abzubrechen, da das Volumen zu 
groß geworden wäre, wenn man z. B. Sodalösung angewandt hätte. 
Da die Versuche in Gegenwart der Pflanzenteile ausgeführt wurden, 
mußten die Proben filtriert werden, worauf mit 5 cem Wasser gewaschen 
wurde. Hierauf wurde die Zuckerbestimmung auf gewöhnliche Weise 
ausgeführt. Die Versuche wurden in einem elektrisch geheizten Wasser- 
thermostat bei einer Temperatur von 40° + 0,2 vorgenommen. 


Im allgemeinen sind folgende Mengen angewandt worden: 


Blätter; s a a sor & s ucr ay 0,50 bis 1,00 g 

l proz. Stärkelösung . ..... 25 on 50 cem 
Etwa 4proz. Phosphatlösung. . 10 , 
Ergänzt mit Wasser zu...» 100 
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Daß die angewandte Phosphatkonzentration ausreichend war. um 
einen konstanten pu-Wert zu erhalten, wurde durch Bestimmung der 
Wasserstoffionenkonzentration auf elektrometrischem Wege kontrolliert. 

Folgendes Beispiel (Tabelle 1), erhalten von drei verschiedenen 
Pflanzenpräparaten, zeigt den Verlauf der Verzuckerung. k ist be- 


l 
rechnet aus der Formel für monomolekulare Reaktionen k = ES log ` 





| 


O 20 ww 60 80 % 720 WO 160 780 200 220 
Abb. 1. 


ziemlich groß, aber es zeigt sich jedenfalls, daß man praktisch damit 
rechnen kann, daß die Reaktion laut obengenannter Formel verläuft, 
wenn auch die Konstanto etwas sinkt. Ferner geht aus der Tabelle 
und aus Abb. 1 hervor, daß die Reaktion monomolekular mit derselben 
Geschwindigkeit verläuft, bis sämtliche Stärke in Maltose umgebildet 
ist. In dieser Hinsicht unterscheidet sich also dieses Präparat von 
aus Malz hergestellten Amvlaselösungen. 














Tabelle I. 
I. Picea Abies II. Pinus silvestris j JII. Phaseolus vulgaris 
Stunden rs: i L Stunden a k Stunden > | k 
20 26.0 0.0086 24 24.2 0.0056 > 15.0 0.018 
43 46.7 0.0090 44 39.3 `" (LOS 23 45.3 0.016 
58 54.5 ` 00087 . DN £7 (LIN , 47 , 60,7 0.014 
116 79.4 — ` 6 61.2 00055 | 71 77.0 (0.022) 
a SR — 165 13.6 — 95 795 — 
0.0088 216 794 — a 79.2 — 
a 79.2 = 018 


0.0061 | 


In den Tabellen H bis IV werden einige Versuche wiedergegeben. 
welche zeigen, wie die Reaktionskonstante sich mit varlierender Enzym- 
menge verändert. Aus diesen drei Beispielen ist ersichtlich, daß die 
Zuckerbildungsfähigkeit in geradem Verhältnis zu der Enzymmenge, 
wenigstens innerhalb der Grenzen, um die es sich hier handelt, steht. 
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Mehrere andere Versuche mit Enzympräparaten von verschiedenen 
Pflanzen ergaben dasselbe Resultat. Dies steht, wie bereits erwähnt, 
in Übereinstimmung mit dem, was Euler und Svanberg betreffend 
Malzamylase innerhalb einer Konzentrationsveränderung von 0,2 bis 


2,0ccm Enzymlösung erhielten. 

















































































































Tabelle II. 
Picea Abies. 
g Nadeln 'l 1,00 | S 1,50 2,00 
— = Vë "Eé, un Bt a E Æ E gë Zeg E E EE S 
Stunden Gre | k ) eu SC a k Stunden at SC E k 
En En 3 a er pn ee DEE | E sl ` = Pr <i e e aA x ; gig See Sp E EH Le EH =- 
21 13,4 | 0,0084 | 17,0 | 0,012 | 5 — 62 | 0,015 
29 EE — 192906 | 001 20 | 232 | 0019 
45 234 | 00086 | 295 | 0,013 | 25 | 259 | 0018 
69 386 | 0,0081 ; — | — | — = 
o a ` 396 — TI 2008 a a i 396 — — 
 kMitte — 10004  — |; 002  — ` — 0017 
S | WEE i 7 E e SSSEEREE 
E "um, — uwen — ; — | 00085 
g Nadeln 2 | m | Ä ` 
Tabelle III. 
Pinus silvestris. 
g Naleln Ca | | 1.60 9.00 | 
Stunden gege | k E k SE k 
6 14.2 0.032 178 | 0,043 219 0,058 
>> 27,6 0.024 349 0,042 37,3 0,056 
27 30,3 0023 ı — _ — — 
o a 396 — — 36 | — — — 
= kMittei `  — | 002% — 0083 — 0,057 
E — 10060 ° — | 0,0286 — | 0,0285 
J Nadeln p | Ze | 
Tabelle IV. 
Phaseolus vulgaris. 
1 cem Een | o cem Enzymlösung 
Stunden | Fr k Stunden Ä k 
24 11,1 0,0020 7,5 15,7 0,0093 
43 18,5 0.0019 23 41,2 0.0094 
99 37,3 0,0019 3l 46.8 0,0082 
a a 105.6 FF un a 105,6 a ME 
= k Mittel | — 0.0019 et 0.0090 
i | 
k I 0,0019 = = 0,0018 


cem Enzymlös. | 
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Da die Enzymwirkung bei den von mir untersuchten Pflanzen- 
teilen im allgemeinen sehr schwach war, konnten nur verhältnismäßig 
kleine Mengen Stärke umgewandelt werden, wenn die Versuche sich 
nicht über eine allzu lange Zeit erstrecken sollten. Deswegen sind 
auch die Stärkekonzentrationen während der Versuche schwächer als 
die gewesen, die im allgemeinen angewendet zu werden pflegen, wenn 
es die Bestimmung der Speichel- und Malzdiastase gilt. Die folgende 
Tabelle zeigt jedoch, daß bei diesen Konzentrationen ein gerades Ver- 
hältnis zwischen den erhaltenen Reaktionskonstanten und der Kon- 
zentration der Stärkelösung herrscht. 


Tabelle V. 


























Fraxinus excelsior. Die Lösung = 100 cem. 
Do Stärke 0,20 0.30 0,50 
Stunden N SCH Ge 
24 115 0,0044 13.2 0,0033 13.2 0.0019 
30 Ss = 15.9 0.0032 16.0 0.0019 
72 è pd 0,0044 24.9 0,0023 : 36.4 0.0013 
a 528 = 79.2 — BW 000. 
k Mittel - 0.0044 — 0.0029 — 1.0.0017 
kxgStärke — 1 00088  — | 0,00087 — 0,0085 


Ähnlich wie es der Fall mit Malzamylase war, kann also die Ver- 
zuckerungsfähigkeit als Produkt der Reaktionskonstante für mono- 
molekulare Reaktion und der Substratmenge angegeben werden, 
dividiert mit der Enzymmenge. Da man damit rechnen Könnte, daß 
bei diesen Bestimmungen sämtliche Stärke zu Maltose umgewandelt 
wird, habe ich der Einfachheit wegen das Substrat als Stärke berechnet 
und erhielt folglich unter Beibehaltung der von Euler und Svanberg 
eingeführten Bezeichnungen: 

k.g Stärke 


Wer 2, 
a g Präparat 


Es ist hier auch zu beachten, daß, weil die Versuche sich über 
eine längere Zeit erstrecken mußten, die Zeit in Stunden angegeben 
wird. 


d) Der Einfluß der Azidität. 


Bereits in einem sehr frühen Stadium der Enzymchemie ist der große 
öinfluß konstatiert worden, welchen Säuren und Basen auf die Enzyme 
ausüben. Es ist nieht nötig, hier frühere Arbeiten über dieses Gebiet zu 
erwähnen, da mehrere ausgezeichnete Zusammenfassungen hierüber vor- 
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handen sind. So haben z. B. Sherman und Thomas!) eine Literatur- 
zusammenstellung in einer ihrer Arbeiten gemacht. Außer diesen haben 
Michaelis und Pechstein?), Adler?), Euler und Svanberg*) u.a. sich mit 
der Abhängigkeit der Amylasewirkung von der Azidität beschäftigt. 
Michaelis und Pechstein geben für Speicheldiastase folgende Werte auf 
Wasserstoffionenkonzentration bei optimaler Wirkung des Enzyms an: 
Chlornany o 3 x. Sie ia ee 
Nitratamıyisab:. 5. Ni 4 Ae 8 ag 3 6,9 
Phosphat-, Sulfat- und Acetatamylase . 6,1 — 6,2 
Malzamylase hat ihre größte Wirkung bei etwas saurerer Reaktion, 
laut Sherman und Thomas zwischen mu = 4,2 — 4,6. Adler hat das 
Optimum bei pu = 4,7 — 5,15 gefunden, Hahn und Harpuder°) bei 
Pu = 4,7 und Euler und Svanberg und auch Ernström®) in runden 
Zahlen bei pau = 5. Sjöberg”) hat für Amylase aus einer Reihe von 
Grünalgen das Optimum bei ungefähr mu = 4,2 gefunden. 


Tabelle VI. 
k, relativ (k bei opt. pa = 100). 




















PH | Fraxinus | Picea | Pinus | Phaseolus | Phaseolus 
excelsior Abies silvestris vulgaris | multiflorus 
| | 
4,50 | 821 | 85,0 75,7 | 88,4 | 80,3 
467 | BER | = | 87,1 CH | Be 
50 | 100 wm ` 100 | 97,0 | 98,1 
5,20 87,3 |+ — 100 100 100 
5.40 Se, TR Eë | 98,2 100 100 
am 70,8 92,3 94,5 = es 
5,80 — — —.- 96,5 — 
6.00 | 629 70,7 81,5 = 91,0 
6,25 57,1 | — — 87,7 81,8 
6,60 Ss 50,8 55,8 | — TET 
6,67 41,1 E = | = — 
7,00 | 26 | Si 43,0 | 67,7 65,6 
739 | 117 | 27,3 — 56,0 
8,00 SÉ jaa | Be | 36,5 31,2 
900 | 0 | | e | ée d 


| 


Es besteht also ein bedeutender Unterschied in Frage der Wasser- 
stoffionenkonzentration, welche am günstigsten ist, wenn die Amylase 
von Tier- oder Pflanzenorganismen herstammt. An anderen Pflanzen- 
amylasen ist der Einfluß der Azidität nicht untersucht worden. 





1) Sherman and Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 623, 1915. 
*) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 59, 77, 1914. 

3) Adler, Ebendaselbst 77, 146, 1916. 

1) Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 99, 1920, 
°) Hahn und Harpuder, Zeitschr. f. Biol. 71, 287 u. 302, 1919. 
€) Ernström, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. 

1) Sjöberg, Fermentf. 4, 97, 1921. 
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Es war darum notwendig zu bestimmen, bei welcher Wasserstoff- 
ionenkonzentration meine Amylasepräparate ihre maximale Wirkung 
erreichten. Wie aus Tabelle VI ersichtlich, lag das Wirkungsoptimum 
für sämtliche untersuchten Pflanzen zwischen pu = 5,0 und 5,4, also 
bei ungefähr derselben Wasserstoffionenkonzentration, welche die opti- 
male für die Malzamylase ist. 

















4 5 6 7 Dy 8 
Abb. 2. Fraxinus excelsior. Abb. 3. Paus silvestris o. Picca abies ~. 











A b.4. Phaseolus vulgaris o Phascolus multiflorus x. 


Diese Resultate sind erhalten worden bei der Anwendung von 
Phosphat als Puffer. Die gewünschte Wasserstoffionenkonzentration 
wurde erreicht durch Mischung von bestimmten Teilen primären 
Kaliumphosphats und sekundären Natriumphosphats (0,29 normal), 
laut des von Sörensen aufgestellten Diagramnıs. 

Aus den Kurven (Abb. 2 bis 4) geht hervor, daß die Enzymwirkung 
sehr abhängig von der Wasserstoffionenkonzentration ist. Es ist ein 
schr kleines Gebiet. innerhalb welchen das Enzym seine volle Wirkung 
entfalten kann. In keinem Falle ist eine nennenswerte Enzymwirkung 
in neutraler oder alkalischer Lösung zu verzeichnen. 
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4. Ergebnisse. 


a) Das Verhalten der Amylase in Keimlingen. 


Wenn ein Samen zu keimen beginnt, findet eine überaus große 
Neubildung von Zellen statt. Ehe die Keimung so weit vorgeschritten 
ist, daß Wurzeln und Blätter entwickelt sind, ist der Keimling zum 
größten Teil auf die Vorratsstoffe angewiesen, die sich im Samen 
befinden. Von Kohlehydraten kommt in größter Menge Stärke vor. 
Da diese zuerst zu einem niedrigeren Kohlehydrat umgewandelt 
werden muß, ehe sie von der Pflanze angewendet werden kann, ist 
anzunehmen, daß bei der Keimung die Amylase eine große Rolle spielt. 

Bereits Wortmann!) fand, und zwar in allen von ihm untersuchten 
Fällen, daß Samenkörner Diastase enthalten, nicht oder nur schwach 
stärkehaltige jedoch nur sehr wenig; stärkehaltige ursprünglich wenig, 
daß sich aber bei der Keimung die Diastasemenge bedeutend erhöhte. 
Diese Resultate sind später von anderen Forschern bestätigt worden. 

In dieser Arbeit sind diese Umstände mehr quantitativ unter- 
sucht worden. Es galt da zuerst eine Pflanze zu finden, welche ver- 
hältnismäßig große Samenkörner hatte, schnell wuchs und vor allem 
eine große Amylasewirkung besaß. Hierbei erwiesen sich Bohnen- 
pflanzen, Phaseolusarten, besonders zweckentsprechend. Zwei Arten 
sind näher untersucht worden, nämlich Ph. vulgaris und Ph. multi- 
florus. 

Für die Bestimmung der Amylasewirkung wurden Proben zuerst 
von ungekeimten Bohnen, nachher von Keimlingen in verschiedenen 
Entwicklungsstadien entnommen. Es ist natürlich nicht möglich ge- 
wesen, Proben von ein und derselben Pflanze zu entnehmen. Dies wäre 
am besten gewesen, da, weil man es hier mit lebendem Material zu tun 
hat, leicht die verschiedenen Individuen variieren können. Es wurden 
jedoch mehrere Bohnen in einen und denselben Topf gesteckt, und 
dieselben konnten also, was Nahrung, Licht, Wasser usw. anbetrifft, 
unter gleichen Verhältnissen wachsen und variierten darum nur un- 
bedeutend. Die eine oder andere Pflanze, die bei der Keimung zurück- 
blieb, wurde von der Untersuchung ausgeschlossen. Wenn die Pflanze 
so weit gekommen war, daß Wurzeln, Stiel und Blätter sich entwickelt 
hatten, wurde jeder Pflanzenteil je für sich untersucht. 

In untenstehenden Tabellen (VII bis IX) werden die kei den ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien auf Sf erhaltenen Werte angegeben. 
Dieselben sind stets per 1 g Trockengewicht berechnet. In Beilagen 
nach dem Text finden sich die Versuchsziffern verzeichnet, nach welchen 
die Berechnung von Sf gemacht. wurde. 





1) Wortmann, Bot. Zeitung 48, Nr. 37 bis 41, 1890. 
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Tabelle VII. 
Phaseolus vulgaris, im Gewächshaus bei Sonnenlicht von März bis April 
gewachsen. Proben vormittags 9 Uhr entnommen. (Beilagen 1 bis 49.) 











Die Bohne. 
Anzahl der Später die | 
Tage nae von der Endo- E er - n . l 
Pr Kla e sperine Stiel | Blattanlage | Entwieklungsstadium 
der Bohnen bildeten | bzw. Blatt 

Sehuldehen 


| Erste Zweite Dritte 


0.0054 
8 ° 0.0253 


= 


| — —  — `= —_  — Die ungekeimte Bohne. 
| — — —_ o — ç l—2cm langer Wurzel- 
| ansatz. Die ganze 
| | Pilanze. 

14: 0084 
— : 0.110 | 


' —  — Der Keim ist eben aus 
li - der Erde hervorge- 
| konnen. Die Blatt- 
| anlage noch nicht 
außerhalb den Schild- 
| chen. DieganzePflanze. 
16 0.252 0492 — 156 — 1 — j| Die Schildehen ganz über 
17 0.350 | 07031 — 101 — f—\ der Erde. 
22 0586 i — :146 276 —  — Länge der Pflanze 10cm. 
| Ä l. Blattpaarentwickelt. 
| Blätter 25cm. 
| Länge der l’flanze 12 cm. 
| l. Blattpaar voll ent- 
| | j — wickelt, 5x 4em. Eine 
A) — e |! — A0 — — neue Blattknospe. Die 
| | | Schildchen fangen an 
Ä zu verwelken. 
32 1.45 — 1.16 131 276 — Länge der Pflanze 13cm. 
| | | | Blätter 4 x 3,5 cm. 


36 - o -|- 22 —: — 

38 — ! 50916 128 1,49 — Länge der Pflanze 22 bis 
| | | 25cm. 2. Blattpaar 
Ä | | | voll entwickelt. 

42 — t — "ln 111 132 222 

4 | a re: il re 

46 — — į — 107° — i — Länge der Pflanze 35 bis 
| | Ä 40 cm. 

— — — — 115 —ı — 

7 a yore 2 ei on Fe 


Nach 14 Tagen in eine etwas kältere Temperatur gebracht. 


40 — |; — 177 201 382 — Länge der Pflanze 11 cm. 
| | Nur das 1. Blattpaar 
| | entwickelt. 

i s li 31 — -— Blätter4,5x 45cm, 


Nach 14 Tazen wurden die Pflanzen an einen Ort gestellt, wo sie nicht 
direktem Sonnenlicht ausgesetzt waren. 


22 0.663 — ,158 328 —  — Länge der Pflanze 10 cın. 
| | l. Blattpaar 3 cm. 

32 2.09 — 0,876 131 2.30 — Länge der Pflanze 18 cm. 

l. Blattpaar 5,5 x Aerm. 

39 — — 0.681 0865 1.21 2,55 Länge der Pflanze 38 cm. 


l. Blattpaar 7 x 6cm. 
| | 2: , entwickelt. 


3 


nn mn 
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Eine Serie, einen Monat später als die in Tabelle VII gepflanzt, 
wurde nach 10 Tagen untersucht. Die Pflanzen kamen da gerade 
aus der Erde hervor. Blatt- und Stielanlage wurde je für sich 
untersucht. 

Folgende Werte wurden erhalten: 


Sf Beilagen 
Schildchen . . . . . 0,468 50 
Stielanlage . . . . . 1,73 51 
Blattanlage . . . . . 5,58 52 


Tabelle VIII. 


Phaseolus vulgaris, bei gewöhnlicher Zimmertemperatur gezogen. August 
bis September. (Beilagen 56 bis 65.) 





| i | ! 
| 
Die Bohne. : Erstes Zweites 

















0,620 | 0,601 Planze 4lcm lang. 1. Blatt 
, | 4x 4cm. 2. Blattpaar ent- 
| wickelt. s ° 


Anzahl der Später die . 
Tage von der Eé TEPE ; ; 
nach dem | Bohne Stiel Blatt Eutwicklungsstadium 
Pħanzen ! l 
der Bohnen | eb ldeten 
Schill: ben SS 
0 0,0027 | — | — | = Die ungekeimte Bohne. 
11 1,27 0,770 | 2,72 — Pflanze 9cm lang. Erstes Blatt- 
| . paar entwickelt. Blätter 1,5cm. 
19 0,738 10,308 1,70 ! — ‚Pflanze 25cm lang. Blätter 
| u | 3 x 3cm. 
27 — e 0,5 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, findet eine sehr starke Amylase- 
bildung zuerst bei der Keimung und dann während der ersten Ent- 
wicklung der Pflanze statt bis zu einem Werte, der ungefähr 1000 mal 
größer als der ursprüngliche in der Bohne ist. Bereits eine Woche 
nach dem Pflanzen der Bohne, wenn sie gerade angefangen hat, sich 
zu erweichen und der Keim sich zu entwickeln beginnt, ist die Amylase- 
wirkung auf den fünffachen Wert gestiegen und steigt dann weiter 
sehr schnell. Die höchsten Werte wurden bei den jungen Blättern er- 
halten, welche im Begriff waren, sich voll zu entwickeln. Darauf ging 
die Amylasewirkung wieder etwas zurück. Daß etwaige größere Varia- 
tionen bei verschiedenen Exemplaren nicht vorkommen, geht aus den 
Werten vom 38. bis 47. Tage (Tabelle VII) hervor, die sich nicht wesentlich 
voneinander unterscheiden. Exakt gleiche Werte darf man natürlich 
nicht erwarten. Die Amylasewirkung ist, wie deutlich ersichtlich, 
nicht nur auf die Blätter und Blattknospen lokalisiert, sondern sie 
erstreckt sich auch auf die Stiele und Wurzeln. Besonders in den Stielen 
erreicht sie einen recht hohen Wert, aber der Stiel wächst ja auch 
heständig. 
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Mit einem Wert auf S/ = 1,0 ist die Amylasewirkung so groß, 
daß ein Blatt in 24 Stunden sein eigenes Gewicht in Stärke umwandeln 
könnte. Da ein so großer Umsatz sicher nicht in Frage kommt. ist es 
recht eigentümlich, daß noch größere Werte in vielen Fällen erhalten 
werden. Diese sind andererseits jedoch mit löslicher Stärke erreicht 
worden. Um unlösliche Formen von Stärke zu verkleistern und zu 
spalten, ist eine längere Zeit erforderlich. Es spielt außerdem eine Rolle, 
in welchen Teilen des Gewebes sich die Stärke und das Enzym be- 
finden und wie sie in Berührung miteinander kommen können. Ferner 
ist zu beachten, daß die Temperatur innerhalb der Pflanze nicht dieselbe 
wie die ist, welche ich bei meinen Versuchen angewendet habe. 


Es sind auch einige Versuche mit Pflanzen ausgeführt worden. 
die bei Tageslicht gewachsen, jedoch direktem Sonnenlicht nicht. aus- 
gesetzt waren. Wie aus der Tabelle VII ersichtlich, wuchsen diese 
Exemplare schneller, und hier war die Amylasewirkung anfangs größer 
als bei den Sonnenpflanzen. Etwas später ergaben sich aber niedrigere 
Werte bei den Schattenpflanzen. 

Die in Tabelle IX angegebenen Resultate wurden mit Phaseolus 
multiflorus erhalten. 

Auch in diesen Keimversuchen findet eine starke Amylasebildung 
statt und erreicht ihren höchsten Wert in den Blattknospen und den 
neu entfalteten Blättern. Aus den vergleichenden Bestimmungen für 
Blätter,, die sich zu verschiedenen Zeiten entwickelt hatten, ist cr- 
sichtlich, daß die Amylasewirkung am größten in den jüngsten ist. 
Wenn die Pflanze über die erste kräftige Wachstumsperiode hinaus 
ist und sich etwas mehr stabilisiert hat, findet eine gleichmäßigere 
Amylasewirkung in den verschiedenen Blättern statt. Nach 55 Tagen 
ist die Amylasewirkung ein und derselben Größenordnung in allen 
Blättern, wenn auch hier die Werte in den jüngsten Blättern etwas 
höher sind. 

In den Abb. 5 bis 8 sind die Werte für die beiden längeren Versuchs- 
serien eingezeichnet. Aus diesen Kurven ist noch deutlicher ersichtlich, 
daß gerade bei der Bildung einer Blattknospe die Amylasewirkung 
unerhört ansteigt, um danach, wenn das Blatt mehr entwickelt ist, 
bald wieder schnell zu sinken und nach und nach in einen verhältnis- 
mäßig konstanten Zustand einzutreten. 

Ich gebe hier auch einige Werte für die Amvlasewirkung bei einer 
Phaseolus vulgaris-Pflanze an, die bei der Keimung zurückgeblicben 
war und sich bedeutend später als die übrigen entwickelt hatte. Sie 
wurde zu gleicher Zeit wie die in Tabelle VII gepflanzt und ist deshalb 
mit diesen vergleichbar. Nach 24 Tagen war die Pflanze so weit, daß 
nur der Keim und die Schildehen über der Erde entwickelt waren, 
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Tabelle IX. 


Phaseolus multiflorus, im Gewächshaus bei Sonnenlicht von August bis 
Oktober gewachsen. Proben vormittags 9 Uhr entnommen. 
(Beilagen 66 bis 114). 





| | 














Die Bohne. Erstes Zweites Drittes yie 'rtes ‚Fünftes Sechstes 
Anzalıl der Später 
Tage a D i PON buet ` e ie e Sites Aa "ip dë wette E ege nen ee, 
Ee en Er Stiel Blatt Entwicklungsstadium 
Ar Kolt ‚ geb Lleten 
"H Schildehen l aa SE SE Š Be Be 
= EES | | | 
I 004 | - ii. 0 a Ger en Leer nr, 2 OEE ge- 
lı | ‘  pflanzt. Die un- 
| | | 1 | Ä gekeimte Bohne. 
6 1 00074 — 0,0770 —  — |; — 7 nr Per Keim hat ange- 
0,0095 | — I! — SEENEN — fangen sich etwns 
| | | | | | zu entwickeln. 
Il -> 0,0298 |0,204 1,70 — — i — — | —  DerKeimschautetwas 
| | | | | | -~ ausder Erde heraus. 
13 | 0,0876 oa ul | — Länge der Pflanze 


| Ä 12 cm. 1. Blattpaar 
| | ' | | 3 x 2,5 cm. 
5 1.0373 051506416253 ı — | — — — Länge der Pflanze 
| | i | Kr 25 cm. 1. Blattpaar 
| | | | l ' 6,5 x 6,5 cm. 
18 = — 080116 — i—i- — 
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2. ge KEN 
25 — i — o än — — | — — — 1 i 16x13 ,, 
2 e, b ën — | ez, ` ez 
3 — — 0 262 | 0,429 | 0, 565 | LI — — 
35 — , sc O 158 | o 624 0, 664 — — 220 — 
36 — , — 0, 309 | 0, 448, — — ç — — 
dE — 0, 342 | o 540; —  — 
di 0 — ' 0,394 0.440 0,511 E 0.541 0,615 
5 0,0038 , — 0,1148; —  — SS EE — Am 12. Sept. gepflanzt. 
| | | Der Keim hat ange- 
! fangen sich etwas zu 
` | | . entwickeln. 

d 0,0025 ; — — ` — — = — — Am 2l. September ge- 
| l flanzt. Die Bohne 
hat angefangen sich 
| | zu erweichen, aber 

| der Keim ist noch 
| Ä ' nicht entwickelt. 
6 0,0076 — 0,172. O= = i —- — Am 5. Okt. gepflanzt. 
| | Keim 4,5 cm. 
8 0,0081 | — 0,0651 et 2. e Ser) e "CSS — Dasselbe. 
13 0,0371 0 eh 3,39 | Ss e — 1 Reim ohne Wurzel 
= 5cm. Blattansatz 

| 1,5 cm. 
19 0,0595 1,00 — Ä — — — — ' Schaut etwas aus der 





| | Ä | | | . Erde heraus. 
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d. h. sie befand sich im selben Stadium, welches normale Keime nach 
16 bis 17 Tagen erreichten. Folgende Werte auf Sf wurden erhalten: 


Sj Beilagen 
Schildchen . . ... 0,447 53 
Stiele . . . ea’ 1,51 54 
Blattansatz.. . . . . 6,05 55 


Aus diesen Resultaten geht hervor, daß die Amylasewirkung 
nicht gleich in den verschiedenen Teilen der Pflanze ist. Betrachtet 
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Abb. 5. Phaseolus vulgaris (Kotyledone o Stiel X). Abb.6. TPhascolus vulgaris (Blatter). 
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Abb. 8. Phaseolus multiflorus (Blätter). 
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(Kotyledone). 





man zuerst die kleinen Keimpflanzen, bei denen Stiel und Wurzel 
noch nicht entwickelt sind, so sieht man, daß die Amylasewirkung, 
berechnet auf das Trockengewicht, doppelt so groß in den Endospermen 
wie in den Schildchen ist. Moritz und Morris!) haben die Verteilung 


1) Moritz und Morris, Handb. d. Brauwiss. 1893. 
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der Diastasewirkung in viertägigen Roggenkeimlingen untersucht. Sie 
kamen zu folgendem Resultat: 


In 50 Hälften des Endosperms (beim Embryo) . . . . 9,7970 
vn 50 SÉ = (das andere Ende). . . 3,5310 
» Wurzeln der EY Keimlinge `... 0,0681 
„ Blättern der 50 Keimlinge . . . . . 2.2.2.2... 0,0456 
vn Schildchen der 50 Keimlinge . . . ». . . Oh DAD 


Betreffend diese Werte ist jedoch zu bemerken, daß sie nicht für 
ein und dasselbe Gewicht berechnet sind, und daß die verschiedenen 
Pflanzenteile in diesen Entwicklungsstadien ganz verschiedene Größen 
haben. Man kann daher aus diesen Angaben nicht sicher bestimmen, in 
welchem Teil die Zellen am reichsten an Enzymen sind, mit Ausnahme 
der Endosperme, welche bedeutend mehr als die übrigen Teile enthalten. 

Grüss!) hat auf ähnliche Weise die Keimpflanzen von Zea Mays unter- 
sucht. Die Amylasewirkung war folgendermaßen verteilt: 


Schildchen . . . . . 0,122g Maltose 
Aleuronschichten . . 0,063 g 5, 
Endosperme . . . . 0,073g ap 


Hier ist die Wirkung bedeutend größer in den Schildchen als in den 
Eindospermen. Dies stimmt auch überein mit den Resultaten, die Linz?) 
erhielt, welcher ebenfalls Maissamen untersuchte. Die hier angegebenen 
Werte sind auf 1 g Trockengewicht berechnet und können deswegen besser 
verglichen werden. 


Embryonen ohne Schildchen . . . . 26 
Schildchen . e, 134 
Endosperm. . . saa... . . . 10,1 


Betrachtet man nun, wie sich die Verhältnisse bei etwas mehr 
entwickelten Pflanzen gestalten, so zeigen die von mir erhaltenen 
Resultate, wie bereits darauf hingewiesen, daß die Amylasewirkung 
dort am größten ist, wo die größte Neubildung von Zellen stattfindet, 
d. h. in den Blattknospen. Im folgenden werden einige Versuche an- 
gegeben, welche die Verteilung der Amylase in den Blättern, Stielen 
und Schildchen näher zeigen. 

Die Versuche wurden mit Phaseolus vulgaris ausgeführt. In einem 
früheren Entwicklungsstadium wurde die Amylasewirkung in jedem 
Pflanzenteil einzeln bestimmt. Die Länge der Wurzel betrug 2,5 bis 
3,5 cm, des Stiels 1,5 bis 2cm und der Blätter 0,7 bis 0,8 cm. Für 
die Bestimmung wurden acht Keimpflanzen verwendet. Folgende 
Werte auf Sf ergaben sich: 


Sf Beilagen 
Blätter. . . . . . . 0,795 115 
Stile . . 2.2.2... 0,234 116 
Wurzel. . . e . 0,0775 117 


1) Grüss, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 13, 2, 1895. 
2) Linz, Jahrb. f. wiss. Bot. 29, 267, 1896. 
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Die Amylasewirkung wurde in verschiedenen Teilen des Stieles 
ein und desselben Exemplars bestimmt. Größe der Pflanze 10 cm. 
I. Stiel oberhalb der. Kotyledone . . . <.. .2..3,0 cm 


II. Obere Hälfte des Stieles unter den Kotzledanen. en 
III. Untere Hälfte des Stieles unter den Kotyledonen . 2,5 „, 


dE Wurzele 0 2: Ae. Gem ae. a in ar ae an Sale ale Mal ee ES 
k ki Beilagen 
i 3: ©: . >. 0,0259 0,481 118 
II. 0.0235 0,376 119 
III. 0,0147 0,240 120 
IV. 0,000 0 121 


Die Amylasewirkung ist also am stärksten im oberen Teile des 
Sticles und nimmt gegen die Wurzel zu ab, wo sie in diesem Ent- 
wicklungsstadium gleich Null ist. In dem vorher angegebenen Versuch 
war jedoch auch in der Wurzel Amylase enthalten. 

In den folgenden Versuchen wurde die Verteilung der Amvlase 
in den Kotvledonen untersucht. Die Kotyledone wurden in drei Teile 
eingeteilt: I. das basale Kotvledonstück. II. das mittlere Kotyledon- 
stück, IIT. das Endstück. 


Tabelle X. Beilagen 122 bis 127. 

















Länge der Pflanze 10 cm. 
Lange der Pflanze 8 em Die Kotrledone fangen an zu 
verwelken 








k l Nf k l | Sf 

SEN 31 O 1690162 ! 1.46 

RE e e 0.173 0,96 0,150 | O87 
HILL. ie 00% 0.120 1,05 | 0158 1,04 


Die Verteilung der Amylase ist folglich hier so, daß die Wirkung 
am stärksten in der nächsten Nähe des Stieles und am schwächsten 
in der Mitte ist. 


Ähnliche Versuche sind von Grüss!) ausgeführt worden, wenn zwar 
seine Versuchsmethode eine andere war. Er extrahierte nämlich mit. Glycerin 
und bestimmte darauf die reduzierende Fähigkeit des Glycerinextraktes. 
Seine Werte sind nicht auf ein gleichmäßiges Gewicht berechnet, sondern 
er gibt an, wieviel CuO durch den Extrakt aus den verschiedenen Pflanzen- 
teilen reduziert wird. Die Versuchspflanze war auch hier Phaseolus. Er 
fand die Amvlase so verteilt, daß der obere Teil des Stieles am meisten 
enthielt, die Menge sank in den Kotvledonen, und im Stiele unter den 
Kotyledonen war am wenigsten vorhanden. Was die Verteilung innerhalb 
der Kotyledone selbst anbetrifft, seien folgende Resultate erwähnt: 

Junge Pflanzen Ältere Pflanzen 
das basale Kotvledonenstück . . 0,042 g CuO 0,046 g CuO 

„ mittlere e .. 0,064g ,, 0,0748 n 

vn Endstüek. 2. 22.2.2... 003g n 0,088 g „ 


1) Grüss, Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot. 26, 379, 1894. 
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Er fand im Gegenteil zu meinem Resultat, daß die Amylasewirkung 
hei jungen Pflanzen am größten in dem mittleren Teile des Kotyledons 
war. Weil seine Werte nicht auf ein gleichmäßiges Gewicht berechnet 
sind, hängen sie von den verschiedenen Größen der Kotyledonenteile ab. 
Den Umstand, daß in älteren Pflanzen die Enzymwirkung im basalen 
Teil im Verhältnis zu den übrigen Teilen sich vermindert, erklärt er so, 
daß das Enzym in diesem Teile, welcher in direkter Verbindung mit den 
übrigen Teilen der Pflanze steht, zuerst verbraucht wird. 


b) Amylase in Knospen und Blättern einiger Bäume. 


Bei den vorhergehenden Untersuchungen handelt es sich um das 
Verhalten der Amylasewirkung während der Keimung und der darauf 
eintretenden kräftigen Wachstumsperiode. Inwieweit der Amylase- 
gehalt später während längerer Zeitabschnitte größeren Veränderungen 
unterworfen ist, war nicht früher der Gegenstand von Untersuchungen 
gewesen, mit Ausnahme solcher, bei denen es sich um den Einfluß 
durch den Lichtwechsel im Laufe des Tages auf die Amylasewirkung 
handelte und welche später beschrieben werden sollen. 

Da man von verschiedenen Exemplaren ein und derselben Art, 
welche unter verschiedenen äußeren Voraussetzungen wachsen, an- 
nehmen kann, daß sie variierenden Enzymgehalt haben, wäre es 
wünschenswert, stets Blätter von ein und demselben Exemplar zu 
vergleichen. Da kleinere Pflänzchen nicht einer größeren Menge ihrer 
Blätter beraubt werden können, ohne daß sie Schaden nehmen, war 
es notwendig, mit größeren Pflanzen zu arbeiten. Auf Grund dessen 
sind Untersuchungen über die Amylasewirkung in Blättern einer 
Reihe von Laub- und Nadelbäumen ausgeführt worden. 

Um zu untersuchen, inwiefern die Amylasewirkung in Blättern, die 
sich an verschiedenen Teilen des Baumes befinden und folglich verschieden 
starker Beleuchtung ausgesetzt sind, einigermaßen gleich verteilt ist, 
wurden nachstehende Versuche mit Ulmus scabra ausgeführt. 

Am 5. Juli wurden Blätter von verschiedenen Teilen des Baumes 
entnommen. Ein Teil war stark besonnt gewesen, ein Teil halbbesonnt, 
und der dritte Teil war in vollständigem Schatten gewachsen. Trotz- 
dem wurden beinahe exakt gleiche Werte auf S/ von allen drei Proben 


erhalten, nämlich: Sj Bengen 
vollbesonnte Blätter. . . . . . . 0,0088 ' 512 
halbbesonnte „e... . . . 0,0088 513 
Schattenblätter . . . . 2: 2 . . . 0,0091 5l4 


Nachstehend werden die mit verschiedenen Bäumen erhaltenen 
Resultate angegeben. Die Untersuchungen bezogen sich sowohl auf 
die Amylasewirkung in Blattknospen und den jungen Blättern, wie 
auch in fertig entwickelten Blättern zu verschiedenen Zeitpunkten 
während des Sommers. 
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Populus tremula L. Beilagen 
27. VI. Sf = 0,0195 Voll entwickelte Blätter. . . . 2 ... . 128 
26. IX. 0,0279 ,, e e a ee 109 
10. X. 0,0055 Die Blätter haben angefangen gelb zu werden 130 


Salix caprea L. 
19. IX. Sf = 0,0026 Blütenknospen `... 131 


DA. 0,0094 Blattknospen . . . EE EENG EG 
2i VI. 0,0063 Voll entwickelte Blätter ablar ae a ee AE 
19. IX. 0,0071 A i Ge éi huëlen Ke 


Corylus avellana L. 

5. XII. Sj = 0,00049 Männliche Blütenkätzchen, 1 bis 2 cem lang 140 
28. I. 0,0020 e e Zem „. Hl 
12. V. 0,0010 RA y 3bis4cm „ . 135 

Als die zwei ersten Proben entnommen wurden, 
war die Temperatur unter 0°C. 


12. V. 0,0027 Blattknospen, lem lang. ....... . 136 

20. VI. 0,0022 Voll entwickelte Blätter . . . . 2 2... . 137 

22. IX. 0,0051 , ee F EE, 

14. X. 0,0025 Die Blätter haben angefangen gelb zu werden 139 
Betula alba L. 

27. VI. Sf = 0,0041 Voll entwickelte Blätter . . . . 2... ..142 

19. IX. -0,0058 „, s ve e A e E ei S 


Alnus glutinosa Gaertn. 

23. I. Sf = 0,0128 Kätzchen, Temperatur unter OC, . 144 
Fagus silvatica L. 

12. V. Sf = 0,0025 Blattknospen, 2 bis 2,5 cm lang . . .. LAN 


27. VI. 0,0028 Voll entwickelte Blätter . . . . 2» . . . . I46 
26. IX. 0,0050  ,, e es u EE E e 
10.X. 0,0047 ,, 148 
18. X. 0,0028 Die Blätter haben ee gelb z zu werden 149 


Quercus robur L. 
27. VI. Sf = 0,0016 Voll entwickelte Blätter `, . . . » 2.2. . 150 
26. IX. 0,0081 2 151 
18. X. 0,0015 Die Blätter haben angefangen gelb z zu werden 152 
Ulmus scabra Mill. 
8. V. Sf = 0,0577 Blattknospen, 2 bis 2,5 cm lang . . . . . 153 


16. V. 0,0604 Blätter, 2,5 bis 3,5 cm lang . . . ...... 154 
29. V. 0,0227 Voll entwickelte Blätter . . . . 2.2.2. 2. . 155 

8. VI. 0,0133 ,, j ge Ke mg D TEE TEEFRER |; |; 
22. IN: 0,0130 ,, ss A DEE E EENEG Dt 
27..IX. 0,0056  ,, ge de EE EE Ee, 
30. IX. 0,0098 5 159 
l4. X. 0,0026 Die Blätter haben ges Gin gelba zu werden 160 


Sorbus suecica Krok 


22. V. Sf = 0,0076 Blätter, 2,5 bis 3,5 em lang ...... Lol 

29. V. 0,0072 Voll entwickelte Blätter . . . 2 2 . . . . 162 

22 ES 0,0043 e Ce 2 er ar a at ee E A 
Sorbus aucuparia L. 

12. V. Sj = 0,0246 Blätter, 2,5 em lang. .. 2 2 2 2202020. 164 

27. VIE 0,0037 Voll entwickelte Blätter . . . 2 2 2 . . . 165 


8. IX. 0,0071 ei we e ee SEENEN E 
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Prunus padus L. 


11 V. Sf = 0,0068 Blattknospen, 2cm lang... . . . 168 

0,0064 Blätter bei den Blütendolden, 2 cm Tang, . . 169 

0,0357 Blütenknospen SS KN ei . 167 
16. V. 0,0077 Blätter, 2,5 bis 3 cm lang i . 170 
29, V. 0,0025 Voll entwickelte Blätter . . 171 

Acer platanoides L. 

22 V, Sf = 0,0000 Blüten. .. . 172 

0,0034 Blätter, 3 bis a Se cm leger . 173 
8. VI. 0,0038 Voll entwickelte Blätter . . 174 
14. IX. 0,0019 = i ke . 175 


Aesculus hippocastanum L. 

In diesen Beispielen sind die Proben nicht nach der Zeit geordnet, 
nach welcher sie entnommen sind, sondern nach dem Entwicklungsstadium. 
Auf diese Weise wird eine bessere Übersicht gewonnen. 


12. IV. 21 Sf = 0,0185 Blattknospen, 1 cm lang, 0,5 cm breit, noch 


nicht entfaltet . . 176 

19. IV. 21 0,0140 Blattknospen, 2 cm lang, dio Blätter Dé: 

ginnen sich zu entfalten i v së EI 

12. IV. 21 0,0202 Blattknospen wie vorher . . 178 
25. IV. 21 0,0203 $ 3 cem lang. . 179 
12, IV, 21 0,0236 p 4cm , 180 
12. IV. 21 0,0069 Dieselbe Knospe wie eben, aber nur die 

Knospenhülle . . . . 181 
19. IV. 21 0,0158 Blätter, jeder Zipfel 3 bs 4, 7 cm are: . 182 
25. IV. 21 0,0151 Blätter, jeder Zipfel im Durchschnitt 3,5 cm 

lang... 183 
25. IV. 21 0,0176 Blätter, ieder Zipfel im Dürchschnitt.. 5 cm 

lang. ; . . > 184 
19, IV. 21 0,0341 Blütenknospen, ganze "Dolden 2, cm . 185 

7. IX. 21 0,0019 Voll entwickelte Blätter a . 186 
27. IX. 21 0,0037 s 187 
30. IX. 21 0,00099 Die Blätter haben angefangen gelb zu 

werden . . . . . 188 
27. IX. 21 0,0034 Knospen, 1,5 bis pF cm lang: . 189 
30. IX. 21 0,00077 S 1,5 bis 2cm „ . 190 

8. V. 22 .0,0123 Blattknospen, 2,5 cm lang . . 191 
d V22 0,0063 Blätter, jeder Zipfel 5,5 bis 10 cm lang . 192 
29. V. 22 0,0034 Voll entwickelte Blätter e . 193 
8. VI. 22 0,0031 SA . 194 
19. VI. 22 0,0011 Die Proben wurden zu ee dene 

— 0,0016 Zeiten des Tages entnommen . 195 — 197 

8. VI. 22 0,0048 Blüten . 198 

Tilia europea L. 
27. VL Sf = 0,0097 Voll entwickelte Blätter . 199 
25. IX. 0,0232 ,„, Rn 5 . 200 
Fraxinus excelsior L. 

«IV. Sf = 0,0066 Blütenknospen, 1,5 em lang. . . 201 
17. IV. 0,0261 Blattknospen. . 202 
14. VI. 0,0031 Voll entwickelte Blätter . 203 

l. IX. 0,0079 ,, m P . 204 


16 * 


244 


K. Sjöberg: 


Fraxinus excelsior L. (Fortsetzung). 


13. IX. 


Sf = 0,0012 Voll entwickelte Blätter UN 

15. IX. 0,0016 ,, Së = e Zi 
26. IX. 0,0072 ,, = Se Zu, 
30. IX. 0,0086 ,, = W ee e e ër e ën le 
5.X. 0,0036 Die Blätter haben angefangen gelb zu werden 209 
10. X. 0,0050 H ’”, LE 29 SR 9 A} 20 
17. X. 0,0018 LE LA LK DA LE 29 LE all 
21. X. 0,0024 ,, S e = SNE er SE 
25.X. 0,0033 ,, bs Se > er. y e 215 


Zum Vergleich mit diesen Resultaten sei erwähnt, daß Sj be 
Malz = 0,50 bis 3,50 ist. Die Stärke der Amylasewirkung ist nr 
variierend bei den verschiedenen Baumarten. Der Wert von Sf vanier 
bei den untersuchten Arten in voll entwickelten frischen Blättern 
von 0,0012 (Fraxinus excelsior) bis 0,0279 (Populus tremula). Da» 
Verhalten der Enzymwirkung in den Knospen und jungen Blättem 
erinnert an die Resultate, die mit Keimpflanzen von den Phaseolus- 
arten erhalten wurden. Während des Winters, wenn die Knospen 
ruhen, ist die Amylasewirkung recht unbedeutend, wenngleich sich 
auch da Amylase vorfindet (Corylus, Aesculus). Auch wenn die Tempe- 
ratur unter 0°C war, wurde eine Wirkung beobachtet. Die Kätzchen 
von Alnus wiesen sogar eine ungewöhnlich kräftige Amylasewirkunz 
an einem solchen Tage auf. Wenn die Knospen in ihre Wachstums- 
periode kommen, beginnt auch die Amylasewirkung zu steigen und 
fährt damit fort, bis die Blätter eine gewisse Größe erreicht haben. 
Dann nimmt die Enzymmenge wieder etwas ab. In einigen der unter- 
suchten Fälle ist dann wieder eine kleine Steigerung gegen den Herbst 
zu bemerkbar. Fraxinus excelsior, dessen Amylasewirkung während 
der Monate September und Oktober untersucht wurde, zeigt. daß 
diese an verschiedenen Tagen bedeutend variieren kann, ohne irgend- 
welchen bemerkbaren äußeren Anlaß. Wenn die Blätter späterim Herbst 
anfangen zu verwelken und gelb zu werden, nimmt der Enzymgehalt 
wieder ab. | 

Auch in Blüten und Blütenknospen findet sich Amylase vor. 
Diese verändert sich während des Ausschlagens der Knospen auf die- 
selbe Art wie in den Blättern. 

Ein besonderes Interesse erbieten die Nadelbäume, deren Nadeln 
das ganze Jahr hindurch am Baume bleiben und man also bei diesen 
die Amylasewirkung auch während des Winters untersuchen kann. 
Bei niedriger Temperatur wird die Glykosemenge in den Blättern sehr 
gesteigert. Dies steht im Zusammenhang damit, daB Zucker, besonders 
Glykose, die Widerstandskraft der Pflanzenzellen gegen Kälte erhöht. 
Eine solche Schutzwirkung ist abhängig von der Lage des eutektischen 


Punktes des in Frage kommenden Stoffes. Diese Glykose wird zum 
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großen Teil von der Stärke, die in der Pflanze vorhanden ist, gebildet. 
Darum hat die Amylase während des Winters eine große Aufgabe bei den 
Nadelbäumen zu erfüllen. Die Nadeln können im Winter sehr oft ganz 
und gar eingefroren sein, ohne daß sie den kleinsten Schaden erleiden. 

Um das Verhalten der Amylase in Nadelbäumen zu untersuchen, 
sind einige längere Versuchsserien mit Picea abies und Pinus silvestris 
ausgeführt worden. Die Resultate sind in den nachstehenden Ta- 
bellen XI bis XV zusammengestellt. Um die Variationen in der Enzym- 
wirkung besser zu veranschaulichen, sind die Resultate auch graphisch 
aufgezeichnet (Abb. 9 bis 11). Es ist jedoch zu bemerken, daß diese 
Kurven nicht alle eintretenden Veränderungen aufweisen, da die Proben 
im allgemeinen periodisch mit je einer Woche Zwischenzeit entnommen 
wurden. Sie wurden jedesmal zur selben Tageszeit entnommen und 
jede Tabelle bezieht sich auf ein und denselben Baum. Ferner stammen 
die Proben von ein und demselben Teil des Baumes, um Variationen, 
die auf verschiedenen äußeren Umständen beruhen, möglichst aus- 


zuschließen. 
Tabelle XI. 
Picea abies I (9b30’ vorm.). (Beilagen 214 bis 241). 


EE 


Tag ih Sf. LO | Tag Sf. 10 H Tag | Sf. 104 














_ ——— DU { E zm e ze 








Ältere Zweig 26.1. 21 35 26. IV. 21 39 
31. X. 20| o 7I. A 19. IX. | 28 
7. XI. a 14. IT. A 6. X. 31 
16. XI. | 36 21. II. | 38 25.X. 3l 
23. XI. | 61 1. I. , 33 Knospen 
29. XI. 55 sm al 26. IV. 21 16 
6. XII 47 15. ITI. 55 Jahressprößlinge 
16. XII 33 au. DI ` 61 8. IX. 21 ' 37 
3.1. 2] 54 1. IV. Zä 19. IX. 20 
12. T. A 11. IV. 3 6. X. 20 
20.1 "o e 
Tabelle XII. 
Picea abies II (100’nachm.). (Beilagen 242 bis 258.) 
rae | sr. 104 | sm | re jo aw 
Ältere Zweige 5. XII. 21; 290 Knospen 
1. IX. 21 18 11. T. 22 22 24. V. 22 ' d 
14. IX. 38 28. I. Ä 15 Jahressprößlinge 
0.X. A 3.10. | 19 1. IX. 21; 19 
18. X. u av 0 28 14. IX. © 2 
9. XI. 48 20. VI. | 20 6. VL. 22 d 
22. XT. 60 | | 20. VI. 0 
Picea abies III (830° vorm.). 6. VI. 22. 
Sf Beilagen 
Ältere Zweige . . . . . . 0.0027 259 


Jahressprößlinge (3cm) . . 0 260 


246 K. Sjöberg: 





0 i f ' ! 

7, NM. / 78 RW 28 7, Z 27 e % 
Yır 21. Yr H 20 30 97 23 6, E 7 

1921 7922. 


Abb. 10. Picea abies Il. 





Abb. 11. Pinus silvestris (I ausgezogene Kurven, I gestrichelte Kurven). 
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Tabelle XIII. 
Pinus silvestris I (9"30’vorm.). (Beilagen 261 bis 293.) 












































Tag | S/’.10% Tag | Sf .104 Tag Sf. SE e 
Ältere Zweige >. Ba EEE > | | 212 8. IX. 21 | 101 
31:X.. MI 95 KG | 209 6. X. 37 
7. XI. | 92 7. IL 107 |25. X. 55 
16. XT. 58 14. II. 171 A.A 73 
EE 179 21. II. 152 BER. 4 73 
29. XT. 133 1. II. us lant 22) 102 
2 SI 81 8. IIl. 142 
6. XII 88 15. III. 170 Knospen 
16. XII | 86 21. III. 140 SES, sen? 23 
SE -21 112 LIV 106 11. IV. | 23 
12. I 121 11. IV. 126 26. TV. | 19 
20. I 175 26. IV. | 130 SE | 0 
Tabelle XIV. 
Pinus silvestris II (1®00’nachm.). (Beilagen 294 bis 307.) 
Tag | Sf. 104 Tag | Sf. 10 | Tag | Sf. 104 z 
- x ee = dene = eme Sa Seen es Steg u men x= = rams B e ` e fe ne E 
Ältere Zweige 12.1. 21 99 23. II. 21| 131 
11. XI. 20 | 137 24.1. 134 SIE 160 
235: XI. 66 SZ 139 RN: 28 | 43 
3. XII. | 79 9. II. 124 
13. X. 145 11. D 119 Knospen 
20. XII. | 157 24.V. 22! 0 
Tabelle XV. 


Pinus silvestris III (1P00’nachm.). (Beilagen 308 bis 325.) 


























Tag | Sf . 10t Tag | Sf. 104 Tag | Sr. 104 
| | 
Ältere Zweige 14. IX. 21) 18 6. VI. 22 27 
7. III. 21 | 89 10. X. 19 20. VI. 22 
14. III. | ES 18. X. 13 Knospen 
31. IH. 66 5. XII 15 25. IV. 21 | 15 
6. IV. o GE Se 32 Jahressprößlinge 
25. IV. | 34 28. I. | 22 6. VI. 22 | 0 
TE r 5 19 13. II. 18 20. VI. | 0 


Pinus silvestris IV (830 vorm.). 6. VI. 22. 


Sf Beilagen 
Ältere Zweige. . . . . . . 0,0026 326 
Biomen: > 44 A Aë Are a "00021 327 ° 


Die Variationen in der Amylasewirkung sind ziemlich groß, wenn 
auch für einige Bäume recht konstante Werte erhalten wurden. Ein 
wesentlicher Unterschied aber betreffend die Stärke der Amylase- 
wirkung während verschiedener Jahreszeiten konnte nicht beobachtet 
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Abb. 11. Pinus silvestris (I ausgczogene Kurven, II gestrichelte Kurven). 
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Tabelle XIII. 
Pinus silvestris I (9h30’ vorm.). (Beilagen 261 bis 293.) 



































Tag | Se, 10 Tag | Sf. 104 Tag Sf. 104 
SE eh re A A Ee EE | ee Ge pi eeben E en NZ EN 
Ältere Zweige 26. I. 21 212 8. IX. 21 101 
3. X. 20} "o 1. IT. | 209 6. X. 37 
7. XI. | 92 7. IT 107 Las X. 55 
16. XT. 58 14. JI 171 7. XI. 73 
23. XT. 179 21. II 152 21. XI. 73 
29. XI. 133 1. IIT | 115 23. I. 22 102 
2. SI, 81 8. II] 142 
6. XII. 88 15. III 170 Knospen 
16. XII. 86 21. III 140 21. II. 21) 23 
3. I. 21 112 1. IV 106 11. IV. | 23 
12. I | 121 11. IV | 126 26. TV. | 19 
20.1 | 175 26. IV 130 21. XI. 0 
Tabelle XIV. 
Pinus silvestris II (1600’nachm.). (Beilagen 294 bis 307.) 
Tag | Ar.) Tag | Sy. 10% Tag | Sf. 104 8 
SE E EE SE E See E E dee Ee Ze Een Se 
Ältere Zweige 12. I. 21 99 23. II. 21 | 131 
IL XI. 20 | 137 24.1. 134 2. III. 160 
25. XI. | 66 2. II. 139 24. V. 22 43 
3. XII. | 79 9. II. 124 
13. XII. 145 11. II. 119 Knospen 
20. XII. | 157 24. V. 22| 0 
Tabelle XV. 


Pinus silvestris III (1'00’nachm.). (Beilagen 308 bis 325.) 


—_ Ser LU UL ILL EE 


Tag Sr. 10$ | Tag | Sf. 104 Tag | Sr. 10 























Ältere Zweige 18 6. VI. 22 27 
7. III. 21 | 89 19 20. VI 22 
14. IIT. | 44 l Knospen 
31. III. 66 15 25. IV. 21 | 15 
6. IV. | 69 32 Jahressprößlinge 
25. IV. | 34 22 6. VI. 22 | d 
l. IX. 19 18 20. VI. 0 


| Pinus silvestris IV (8"30’ vorm.). 6. VI. 22. 


Sf Beilagen 
Ältere Zweige. . . . . . . 0,0026 326 
Blumen . e, 0,0021 327 ` 


Die Variationen in der Amylasewirkung sind ziemlich groß, wenn 
auch für einige Bäume recht konstante Werte erhalten wurden. Ein 
wesentlicher Unterschied aber betreffend die Stärke der Amylase- 
wirkung während verschiedener Jahreszeiten konnte nicht beobachtet 
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werden. Dieses könnte darauf hindeuten, daß der Umsatz von Stärke 
in den Nadeln im Durchschnitt während des ganzen Jahres gleichmäßig 
ist. Nicht einmal, wenn die Temperatur bedeutend unter 0°C sank, die 
Nadeln gefroren und mit einer Eisschicht bedeckt waren, wurde die 
Amylasewirkung herabgesetzt. Hierbei muß natürlich berücksichtigt 
werden, daß die Bestimmungen stets bei 40° ausgeführt wurden. Da 
die Enzymwirkung ziemlich von der Temperatur abhängt, ist die 
Wirkung in den Nadeln also nicht so groß. In diesem Zusammenhang 
sei ein Versuch erwähnt, welcher mit Amylasen von KiefernnadeIn 
betreffend deren Temperaturempfindlichkeit ausgeführt wurde. Die 
Stärkespaltung wurde bei verschiedenen Temperaturen vorgenommen. 
Folgende Resultate ergaben sich: 


Temperatur . ..... 17 31° 40° 50° 
k relativ. 2. 22202020. 38,6 80,3 100 82,0 


Diese Versuche zeigen, daß bei gewöhnlicher Zimmertemperatur 
die Amylasewirkung nur den dritten Teil des Wertes, der bei 40° erhalten 
wird, erreicht. 

Betrachtet man die Amylasewirkung in den Knospen und den 
jungen Schößlingen, so ist die eigentümliche Tatsache vorhanden, daß 
hier die Wirkung bedeutend schwächer als in den älteren Nadeln ist. 
Zwar konnte in den Knospen während des Winters eine Wirkung beob- 
achtet werden, in den jungen Schößlingen ist sie aber stets zu klein 
gewesen, als daß man sie hätte bestimmen können. Noch im September. 
wo man an den helleren Farbentönen die diesjährigen Schößlinge von 
den älteren Teilen unterscheiden kann, ist die Enzymwirkung etwas 
geringer in den erstgenannten. (Tab. XI und XII.) 


c) Die Veränderung der Amylasewirkung im Laufe 
eines Tages. 


Der Beweis ist leicht zu erbringen, daß energisch assimilierende 
Laubblätter bei genügender Lichtintensität und Temperatur im Laufe 
des Tages in ihren Chloroplasten oft relativ sehr große Stärkemengen 
ansammeln. Viele Pflanzen verbrauchen in den Nächten diese auf- 
gespeicherte Stärke vollständig und die Blätter erscheinen früh am 
folgenden Morgen gänzlich stärkefrei. Es ist daher nicht schwer, die 
Überzeugung zu gewinnen, daß es sich bei der tagsüber stattfindenden 
Stärkeansanmlung um einen Überschuß an assimiliertem Material 
handelt, welcher den bei Tag und Nacht stattfindenden Abfluß von 
Zucker stark überwiegt, und daß daher die Stärke als Reservestoff zu 
betrachten ist. Das Verschwinden der Stärke dürfte ganz und gar den 
Amvlasen zugeschrieben werden können. 
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Brown und Morris!) haben die Veränderung der Amylasewirkung 
im Verlaufe eines Tages mit Blättern von Tropaeolum majus und Hydro- 
charıs morsus ranae untersucht. Sie kamen zu dem Resultat, daß die 
Enzymwirkung während der Nacht größer als am Tage war. Ebenso 
wurde dieselbe erhöht, wenn die Blätter im Dunkeln aufbewahrt wurden. 
Sie erklärten diesen Umstand so, daß Neubildung und Verbrauch von 
Enzym ständig vor sich geht. Während des Tages, wo die Stärkemenge 
groß ist, wird mehr Enzym verbraucht als während der Nacht und 
nach einer Zeit der Aufbewahrung im Dunkeln, wo sämtliche Stärke 
sehr bald gespalten ist. 

Diese Beobachtungen konnte Eisenberg?) nicht bestätigen. Er 
heobachtete keinen direkten Einfluß durch die Lichtverhältnisse auf 
die Diastasemenge in Blättern von Pisum sativum. Dagegen fand er, 
daß stärkereiche, gut besonnte Blätter einer Pflanze diastasereich sind, 
während stärkefreie Schattenblätter desselben Pflanzenindividuums 
viel weniger Diastase führen. 

Diese beiden Aussprüche stehen somit im direkten Gegensatz 
zueinander. Um dies näher zu untersuchen, sind folgende Versuche 
ausgeführt worden. | 


A. Versuche mit Phaseolus vulgaris. 


Um sicher zu sein, daß nicht zufällige Ungleichheiten in ver- 
schiedenen Teilen ein und derselben Pflanze einwirken können, wurden 
für die Versuche entweder zwei gleichbelegene entgegengesetzte Blätter 
oder auch zwei Zipfel ein und desselben Blattes genommen. 

Die mut vollbesonnten Pflanzen ausgeführten Versuche fielen recht 
ungleichmäßig aus. In einigen Fällen fand eine Steigerung während 
des Verlaufs des Tages statt, in anderen Fällen Verminderung oder 
keine nennenswerte Veränderung. 


Tabelle XVI. 
Direktem Sonnenlicht ausgesetzte Pflanzen. (Beilagen 328 bis 339.) 





A 29. IV. 




















22. IV. 23. IV 
Igerzeit © Sf Tagen szeit Sf Tageszeit E Tageszeit st. T age af nn ar Tageszeit Sf 
nnd mern aoo ën, Ge b er 
3 | | 
vorm. | vorm. , ; vorm. | vorm. ` © vorm. . vorm. 
Ih 20 1,971 10h 00° ‚1,14. 10b 00’ 3,14] 10h 00° 1,07 104 00° 1,18] 9h An 1.66 
nachm. | nachm. | © nachm. u nachm. ` nachm. nachm. 





3 306| Ap 00 ‚0,57 4h OU 200 133 450% 121| 200 


| 





1) Brown und Morris, Journ. Chem. Soc. 63, 604, 1893. 
2) Eisenberg, Flora 97, 347, 1907. 
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e Tabelle XVII. 
Nicht direktem Sonnenlicht ausgesetzte Pflanzen. (Beilagen 340 bis 343.) 
| 20. Iv. 23. IV. 
8 `" Sëgesch or , EEN ! Sf 


vorm. 10h00 094 vorm, %45 Tome 
nachm. 4 00 ; 0,78 nachm. 2 00 : 0,81 


Tabelle XVII. 


Nachdem die erste Probe entnommen, wurden die Pflanzen vollständiger 
Dunkelheit ausgesetzt. (Beilagen 344 bis 347.) 


Stunden St Stunden Sf 
d | 1.95 0 2,75 
5 Lu 24 2,52 


Die nicht direktem Sonnenlicht ausgesetzten Pflanzen variieıten 
nur ganz unbedeutend. In den Füllen, wo die Pflanzen in vollständiger 
Dunkelheit aufbewahrt wurden, fand streng genommen irgendwelche 
Veränderung der Amylasewirkung nicht einmal nach 24 Stunden statt. 


B. Versuche mit Phaseolus multiflorus. 

Diese Pflanzenart hatte größere Blätter, aus welchem Grunde man 
Teile ein und desselben Blattes zu verschiedenen Zeitpunkten ent- 
nehmen konnte. Dieses macht die Versuche sicherer und unabhängiger 
von anderen Umständen. 

Tabelle XIX. 
Besonnte Pflanzen. (Beilagen 348 bis 355.) 








12. IX. | 19. IN. bis 20. IX, 17. X. 





` ) 
Tageszeit Ai Tageszeit l SF Tageszeit 





8 8 E | 


vorm. 103% — 0,81 vorm. 10h00 0.54 vorm. 9h30 0.88 
nachın. 4 00 0,59 nachm. 4 W '049 nachm. 2 00 0,79 
| 100 7048 a 6 30 0,71 





n 


Tabelle XX. 
Schattenpflanzen. (Beilagen 356 bis 363.) 


12. IX. 


19. IX. bis 20. IN. ` 17. X. 








Tageszeit Sf Tageszeit Is, Tageszeit of 








vorm. 10h 30' 0.90 vorm. 10 00° 0.68 vorm. 9h 30’ 0,71 
nachm. 4 00 0,90  nachm. 4 W O64 nachm. 2 00 0,75 
| 1 00 0,448 » 6 30 0,60 





| » 
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In diesen Beispielen sind die Variationen bedeutend kleiner als 
in den vorhergehenden. Sowohl in den Pflanzen, die dem Sonnenlicht 
ausgesetzt waren als in denen, die im Schatten gewachsen sind, ist die 
Amylasewirkung im großen und ganzen dieselbe während des ganzen 
Tages, wenn auch eine kleine Senkung beobachtet werden kann. Diese 
Versuche sind in einer dunklen Jahreszeit ausgeführt worden, wo es 
bereits nachmittags 5 Uhr vollkommen finster war, folglich hatte die 
Stärkebildung 6% nachmittags, zu welcher Zeit die letzten Proben 
entnommen wurden, vollkommen aufgehört. 


C. Versuche mit Aesculus hippocastanum. 


Es wurden Proben zu drei verschiedenen Tageszeiten genommen 
(19. Juni). Jedesmal wurden zwei Blattzipfel genommen, welche alle 
sechs demselben Blatt angehörten. 


Tabelle XXI. 
(Beilagen 195 bis 197.) 


Tageszeit. ..... ' 10h 00’ vorm. ` 2h00’nachm. 6h 00’ nachm. 
SE a. 0,11 | 0,15 0,16 





D. Versuche mit Picea Abies. 


Die Proben wurden am 22. Februar genommen. Als die zweite Probe 
nachmittags 6 Uhr genommen wurde, war es bereits dunkel. 


Tabele XXII. 
(Beilagen 227 bis 227a.) 














Tageszeit .. .. i 9b 30' vorm. 6h 00’ nachm. 
Di sets | 0,0038 0,0036 


Aus diesen Versuchen geht nicht hervor, daß die Lichtverhältnisse 
irgendwelchen Einfluß auf die Amylasewirkung haben. Die Erhöhung 
der Wirkung, welche Brown und Morris in der Dunkelheit erhielten, 
konnte in diesen Versuchen nicht beobachtet werden, sondern noch 
nach 24 Stunden im Dunkeln ist die Wirkung so gut wie unverändert. 


d) Das Verhältnis der Amylasebildung zum Nährsubstrat. 


Die Bildung von Enzymen bei niedrigen Organismen, wie Hefe, 
Schimmelpilzen und anderen ist sehr abhängig davon, welche orga- 
nischen und anorganischen Nahrungsmittel zu Gebote stehen. Was 
die Bildung der Amylase anbetrifft, so bezieht sich die Mehrzahl der 
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alteren Arbeiten auf Bakterien. bei welchen es sich um die von 
Wortmann!) aufgeworfene, von Betjerink und anderen untersuchte 
Frage handelte, ob sich Amylase überhaupt bildet, wenn keine Stärke 
als Nährmaterial dargeboten wird. 


Saito?) hat den Einfluß der Nahrung auf die Diastasebildung durch 
Schimmelpilze untersucht. Durch mit Kulturen von Aspergillus Oryzae 
vorgenommene Versuche stellte er fest, daß bei organischen N- Quellen 
stets Bildung von Diastase stattfand. Bei Glycerin bzw. Mannit + NH,NO, 
wurde Diastase nur im Mwvcelbrei nachgewiesen. War (NH,),SO, oder 
N HCI die N-Quelle, so wurde Diastase nur dann gebildet, wenn Stärke 
die einzige C-Quelle war. Hiernach wirkt also die N-Quelle wesentlich 
auf die Bildung von Diastase ein. Nach Kylin’) bildet Penicillium glaucum 
und Aspergillus niger Diastase, auch wenn die Kulturflüssigkeit keine 
Stärke enthält. Auf Stärke kultiviert wird die Diastasemenge in hohem 
Grade vergrößert. Euler und Asarnojt) haben Versuche mit Aspergillus 
niger ausgeführt. In stärkehaltigen Nährlösungen bildeten Schimmelpilze 
bedeutend mehr Amylase als in Rohrzuckerlösungen. Bei Zusatz von 
Pepton zu diesen C -Quellen erhöhte sich die Amylasemenge bedeutend. 

In einer früheren Arbeit ist von mir?) die Abhängigkeit der Amylase- 
bildung von dem Nährmaterial an einigen Grünalgen untersucht worden. 
Die untersuchten Algen gehörten den Gattungen Ulothrix, Cladophora 
und Spirogyra an. Die Amvlasewirkung wurde laut Wohlgemuths Methode 
bestimmt. Nachstehend werden die erhaltenen Resultate in Tabellen 
angegeben. Die Ziffern geben den Wert auf Eer, berechnet auf 1g 
Trockengewicht an, d. h. wieviel Kubikzentimeter lproz. Stärkelösung 
in 24 Stunden bei 50° so weit gespalten wird, daß die Lösung nicht mehr 
von Jod blau gefärbt wird. 


Tabelle XXITI. 
0,5%, Stärke. 
































Ulothrix Spirogyra 
Tage EE = z Ge - SR —— —- — 

mit | ohne mit . mit 
0 5.4 5.4 <3 | <25 
l 14 -— | — — 
2 22 | 5.0 A3 <3 
A ` — See 8.8 — 
4 19 50 18 — 
6 | — — | — 9,3 
7 — — 22 12 
8 o — — | — II 
dE — = | — 17 


1) Wortmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6. 319, 1882. 
2) Saito, Wochensehr. f. Brauw. 27, 181, 1910. 

3) Kylin, Jahrb. f. wiss. Bot. 53, 465, 1914. 

1) Erler und Asarno), Fermentf. 3, 318, 1920. 

5) Sjöberg, l. ce 
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Tabelle XXIV. 
0,25%, Stärke. 
Ulothrix ] Cladophora fracta Npirogyra 
Tage D ka REH SE 
mit | ohne mit ohne mit | mit 
0 5,4 5,4 9,8 | 9,8 <2 | 3 
1 50 | — AE T E — 
2 55 | 50 8,6 12 | <2 — 
4 5,7 5,0 a ` 2 u. 1. ER 4,6 
5 Sé E = we 2,9 D 
6 — — 14 14 4,2 7,6 
10 — — — — 10 — 
IN — — 20 12 25 15 
Tabelle XXV. 
0,5% Rohrzucker. 
i Ulothrix Cladophora glomerata | Cl. fracta 
Tage -- -o ` —-- u —— —- - — 
: mit | ohne mit | ohne mit | ohne ` mit | ohne 
0 81 81 2 29 | 30 | 30 | 1l 11 
1 33 = ze = e — j0 12 
2 36 — <18; 23 96) a. 89| 1 
3 34 M4 <15 27 ı 33|] — | 42| ıl 
4 — |=. = |= "e Lë | u = 
5 28 — — | — — — 4,1 — 
6 33 TI — = e 2 Se en 
Tabelle XXVI. 
0,5%, Lactose. 
| Cladophora glomerata 
Tage page ee --. mem o 
i EE ohne 8 
0 6,6 6,6 
l 6,8 6,8 
2 = 6,7 
3 5.1 Ss 
6 3.8 an 
7 SCH ës 
Tabelle XXVII. 
0,5%, Maltose. 
l Ulothrix CL glomerata Cl. fracta 
Tage i mit a, Si SCH -— 
mit i obne mt | ohne 
— IT. SS EL Seege RE u da | = Gs 7 bé pam | We == 
0 110 30 30 II ll 
1 — 22 — 10 10 
2 — l4 30 — II 
3 49 — — 3,1 ll 
4 Au 6.8 24 — — 
5 13 <25 | e = = 
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Tabelle XXVIII. 
0,5% Gilykose. 








SOSJI$BWOD-O 


uns 











Ulothrix | Cl. glomerata | Cl. fracta Spirogyra 
Sc Messer m Ä sen mit | mit 
mit mit | mit vhne 
| 
l1 23 29 | 29 20 15 
9,3 18 u. MM = = | Se 
72 13 <2 | 28 u o 13 
35 A we <2 27 Si d 
2,9 4,9 en: ee 7,1 = 
— — — | — — 5.1 
= es = = = 1,6 
SS = Së db ez Se <16 
Tabelle XXIX. 


0,5% Galaktose. 








Cl. glomerata 
Tage | a ee 



























































A mit | ohne | 
0 6,8 6,8 
1 | 5,7 6,7 
2 5,7 ES 
5 3,7 | ee 
Tabelle XXX. 
0,1%, Ca-Tartrat. 
Ulothrix | Cl. glomerata Spirogyra 
SC, e eege, ee EE Ee GE mit 
i mit ohue i 8 mit | ` ohne SR 
0 29 29 5,5 55 <22 
1 32 an — == 
2 i 31 5,4 | 5.8 | i 
3 140 | Ss 5.3 | 44 SE 
4 160 65 — — — 
5 310 | 105 6.6 = <22 
7 500 240 7.1 — | 2.2 
9 500 — — — — 
10 = = — | = 40 
14 en = = = | 3.9 
Tabelle XXXI. 
0,1% Ca-Lactat. 
EA? RE ' Cl. ee Tage OCL, SE CL an 
di 30 ll H 15 95 
1 = 10 9 20 = 
2 23 11 10 48 = 
3 17 = 11 48 — 
4 


Il | 10 


Lë 
RT 
Gel 
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Tabelle XXXII. 























Kaliumphosphat. 
o u Cladophora glomerata o Cl, fracta 
Tage u 1 e D u E? To e t E 10%, D 0,59%, 
pH = 2 | H = 74 pH = 70 pH = 78 pH = 74 
0 an | m 200.066 10 
l = 8,4 (EC 5 10 
2 7,2 8,1 7,0 = 9,3 
3 8,4 L = = 9,5 
4 sn | 8,2 er 7,2 = 
5 = | 7,6 Ss Ss Se 
| 
Tabelle XXXIII. 
Kaliumchlorid, pu = 7,0. 
i p Cladophora glomerata 
Tage EE ern _—— c e oe EE 
| 200. UN | 0,5 0'9 | d 
Sg 2 | -2 i Ä GE 
0 3.2 3.2 SE 3,2 
l 3,0 2,8 2,9 3.3 
3 2,7 25 2,9 z 
4 3,1 2,9 3,1 — 
7 27 3,1 3,4 = 
Tabelle XXXIV. 
NH, Cl, pu = 1, 0. 
Tuge | CL omorata | Tage | CL. GE 
0 | 3,3 3 A 27 
2 3,4 6 | 2,9 





Wenn die Algen in verschiedenen Nährlösungen wachsen, verändert 
sich die Enzymmenge höchst bedeutend. In Lösungen, welche Rohrzucker, 
Lactose, Maltose, Glykose oder Galaktose enthalten, vermindert sich die 
Amylasemenge. Nach vier Tagen ist sie in der Regel sehr klein. In Stärke- 
lösungen dagegen nimmt die Amylase zu, welches auch nach früheren 
Untersuchungen zu erwarten war. Auch in Lösungen von Ca-Tartrat und 
Ca-Lactat wurde eine Steigerung der Amylasewirkung beobachtet. Kalium- 
chlorid, Kaliumphosphat und Ammoniumchlorid in der Nährlösung haben 
keinen Einfluß auf die Enzymbildung. 

In diesem Zusammenhange kann auch eine Untersuchung von Euler 
und af Ugglas!) über die Amylasebildung in Gerstenkörner erwähnt werden. 
Diese wurden in Sand zum Keimen gebracht, welcher teils mit Wasser 
und teils mit Phosphatlösungen befeuchtet wurde. Die Amylasebestimmung 


1) Euler und af Ugglas, Svenska Vet. Akad. Ark. f. Kemi 3, Nr. 34, 
1910. 
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wurde laut Wohlgemuths Methode ausgeführt. Diejenigen Körner, die 
unter der Einwirkung von !/,, n-Dinatriumphosphatlösung keimten, hatten 
eine 2,3mal so große Amylasewirkung wie die, welche keine Zufuhr von 
Phosphat hatten. 


Wegen des großen Einflusses, den Stärke- und Zuckerarten auf 
die Amylasebildung in Grünalgen ausübten, sind einige Versuche mit 
diesen Nährsubstraten und höher entwickelten Pflanzen ausgeführt 
worden. Zu den Versuchen wurde Phaseolus vulgaris gewählt. Die 
Bohnen wurden in Sand, welcher mit der Nährlösung befeuchtet worden 
war, zum Keimen gebracht. Als die Pflanzen so groß geworden waren. 
daß Blätter und Stiel sich entwickelt hatten, wurden sie einzeln in 
Gefäße, enthaltend die Nährlösung, welche täglich erneuert wurde, 
überführt. Die Nährlösung enthielt von anorganischen Salzen auf 
1000 cem: 

RNO: 1% 0 EE e 
(NH,),HPO,. . . ....02g 


EE e e u ui ue re CR 
e A 8 8 A >. . 0,2g 


Versuch 1. Als organische Nährmittel wurden Stärke, Rohrzucker, 
Maltose und Glykose in lproz. Lösungen angewendet. Die Resultate, 
die Werte von Sf, sind in Tabelle XXXV angegeben. Als die ersten Proben 
nach vier Tagen entnommen wurden, waren die Keime deutlich entwickelt, 
außer in Fall I, welcher keine organische Substanz erhielt. Die Keimung 
und das Wachstum ging in den verschiedenen Nährlösungen nicht mit 
gleicher Geschwindigkeit vor sich, was man mit in Berechnung ziehen muß, 
wenn man die verschiedenen Werte auf die Enzymwirkung miteinander 
vergleicht. Die Pflanzen wuchsen im großen und ganzen in gleichem Tempo 
in den Fällen I bis III, aber etwas langsamer in Fall IV und Y. Nach- 
stehend folgt eine Beschreibung des Entwicklungsstadiums zu der Zeit, 
wo die entsprechenden Proben genommen wurden. 


Nach 6 Tagen: Nur die Wurzel entwickelt. 3 bis 4 cm. 
„ ll si Die Pflanze ganz aus der Erde hervorgekommen. Der 
Blattansatz tritt eben aus den Schildchen heraus. 
e, Ir a I bis III und V: 4cm lange Pflanzen. IV: gleich den 
vorhergehend beschriebenen. 
a E - I bis III: 6,5 cm. Die Pflanzen werden in die Gefäße 


übergeführt. 
gé 22 e I bis III: 9 bis 10cm. IV bis V: 5 bis 6 cem. 
er St: 5 I bis IH: 1113 bis 121, cm. V: 8cm. 
ei, el CN Wie vorher. 


Gleichwie in den Keimversuchen mit Phaseolus vulgaris, welche 
in einem früheren Teil dieser Arbeit beschrieben sind, die Amylasewirkung 
in den ersten Stadien der Entwicklung sich bedeutend erhölste, um nachher 
etwas in den Blättern zu sinken, so herrschte in diesen Versuchen ein ähn- 
liches Verhältnis. Im Anfang konnte in den verschiedenen Proben kein 
Unterschied in der Amvlasebildung beobachtet werden. Die Variationen 
der Werte nach vier Tagen müssen nur dem Umstand zugeschrieben werden, 
daß die einzelnen Exemplare verschieden weit in der Entwicklung gekommen 
sind und gerade hier die Enzyinmenge sehr schnell zunimmt. Die Keim- 


OT nn . 
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Tabelle XXXV. 
(Beilagen 364 bis 438.) 








Nr. I 11 III IV Vv 
































Kane — © l'fọStärke | 1 0fọ Saccharose 10/, Maltoae © 10h Glykose 

| Kotyle- Rode, E tylo- K Kader  Kotyle 2 “Ende: Kotil Endo Kotyle- ' Kiche, 

Tage done `. sperm © dene | sperm u done sperm ' done sperm ` done sperm 
O um — um — © wm = 2 0027; — 00027 — 
4 00032 — :00200 — :00210 — 0,0058 — 000833 — 
6 0132| — Onl! — ‘0139| — 0119 | OI — 

R :.0,122 | 0.505 0,274 , 0,598 , 0,191 | 0,582 0,170 0, 656 0,138 0515 
II 0.635 : 1,69 (Ké 0,760 | 1.64 ' 0657 | 134 i 0,377 | 1.38 : 0.347 | 1,06 
13 100 :256 "LA | 3.22 1,34 291 ‚134 |113 | 3,07 


8 Li |< — | — dE TC 
Blatt | Stiel Blatt | Stiel | Blart Stiel ` Blatt Stiel | a Stiel 


D 18 SE 
18 2 74 0 981 2 53 | 159 ` ] 47 0.765 1.52 o 130 
22 3.02 1,32 3 05 139 289 | 0805 272 Dr 0,730 E | 107 
26 1.48 0.038 1,75 0,950 2,10 | 0,955 — 1,29 on 46 
en 2.06 1103 | pe 


3l 156 |0460 1,73 | 0,663 | —_ 























pflanze ist überhaupt anfangs ganz und gar von den Vorratsstoffen ab- 
hängig, die sich in dem Samenkorn befinden, so daß eine Verschiedenheit 
eigentlich nicht erwartet werden kann. Nachdem die Wurzeln sich ent- 
wiekelt haben und die Pflanze beginnt, sich Nahrungsstoffe von außen 
zuzuführen, könnte eine Variation in der Enzymbildung eventuell auf den 
Stoffen beruhen, welche da zur Verfügung stehen. Hier kann man auch 
eine Verschiedenheit der Amylasemenge in den verschiedenen Fällen beob- 
achten, aber die Variationen sind nicht groß. Die Pflanzen, die in Stärke- 
lösung gewachsen waren und die, welche keinen organischen Nährstoff 
erhalten hatten, wiesen keinen Unterschied in der Amylasebildung in den 
Blättern auf. In den Stielen dagegen ist in dem ersten Falle die Wirkung 
etwas größer. Die Pflanzen, welche auf Zuckerarten angewiesen waren, 
haben eine etwas schwächere Amylasewirkung. Hier ist zwar zu bemerken, 
daß die Keimung und das Wachstum bei Gegenwart von Maltose und 
Glykose etwas langsamer vor sich ging, und auf Grund dessen die Werte 
Im Anfang etwas niedriger sein können. Aber auch die höchsten Werte 
in diesen Fällen, ehe die Amvlasewirkung wieder anfing zurückzugehen, 
sind niedriger als in Fall I und II. Man könnte also sagen, daß hier gleich- 
wie bei den Grünalgen die Amylasebildung bei reichlieher Zufuhr von Stärke 
befördert wird, aber vermindert, wenn ein Überschuß an Zucker vorhanden 
ist. Jedoch sind, wie gesagt, die Variationen hier besonders gering, so daß 
irgend ein größerer Einfluß durch das den Pflanzen dargebotene Kohle- 
hydrat nicht ausgeübt wird. Dies war auch zu erwarten, denn je höher 
entwickelt eine Pflanze ist, desto geringere Wirkung üben die dargebotenen 
Nahrungsstoffe auf sie aus. 

Versuch 2. Bis die Pflanzen sich so weit entwickelt hatten, daß 
sie in die Gefäße überführt werden konnten, enthielt die Nährlösung keine 
organischen Stoffe. Dann wurde Glycerin in verschiedenen Konzentrationen 
zugesetzt. Glycerin kann kaum als ein chemischer Reizstoff angesehen 
werden, sondern dasselbe wirkt cher als osinotische Reizung. Durch Varia- 
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tion des osmotischen Druckes außerhalb der Pflanze wäre eine Verschiebung 
des Verhältnisses zwischen Stärke und Zucker innerhalb der Pflanze in 
der Richtung der Zuekerbildung denkbar. Dieses könnte wiederum eine 
Veränderung der Enzymwirkung verursachen. Die Resultate sind er- 
sichtlich aus Tabelle XXXVI. Die Anzahl der Tage bezieht sieh auf die 
Zeit nach der Überführung in die Nährlösungen mit Glycerin. Die Werte 
schwanken zwar etwas, jedoch nicht in einer bestimmten Richtung, so 
daß das Glycerin keinen Einfluß auf die Amylasebildung zu haben scheint. 
Die Stiele enthielten jedoch deutlich Glycerin. 


Tabelle XXXVI. (Beilagen 439 bis 462. 

















Organ. Ban o! ilvceri Gr. Di rw 
ne 1 “g Glycerin | 225 3" Dry 
Tage Blatt Stiel Blatt Stiel Blatt | Stiel Blatt Stiel Datt | Stiel 

2 1.23 0845 — — — — 192 11,00 geg = 
3 2,5 106 247 08959 284 0892 35l; 104° — — 
4 3.94 0865 — — 377 102 : 3,29 | 0,825 3.17 Lu? 
5 1,52 0,669 —  —  — : — 1137 |0825. ar 


In den folgenden Versuchen wurde die Nährlösung erst dann zu- 
gesetzt, wenn die Pflanzen ein wenig entwickelt waren, und die Anzalıl 
der Tage wird luervon berechnet. 

Versuch 3. Als organische Nährsubstanz wurde KNa-Tartrat, Wein- 
säure, Milchsäure und Zitronensäure in I proz. Lösungen angewendet. Der 
hohe Säuregrad verursachte, daß die Pflanzen bereits nach 1 bis 2 Tagen 
eingingen. Mit Seighnettesalz als C- Quelle kann eine etwas höhere Amylase- 
wirkung nach 4 bis 6 Tagen konstatiert werden. Auch Weinsäure und 
Milchsäure verursachen eine Erhöhung der Enzymwirkung, besonders ist 
dies der Fall bei der letztgenannten Säure. Die Amylasewirkung wurde 
deutlich erhöht in den Stielen der Pflanzen, die diese Säure in der Nahr- 
lösung erhielten. Zitronensäure hat dagegen keinen bemerkbaren Einfluß 


ausgeübt (Tabelle AS AANU und XXANVII). , 
Tabelle XXXVII. (Beilagen 463 bis 486.) 





Organische 


— 1", K-Nn-Tartrat 1%, Weinsäure 1°, Milchsaurs 
Sub tanz D 

Tage Blatt ! Stiel Blatt Stiel Blatt : Stiel E Zut i Stiel 
1 211 i 121 — —. 2.24 1,71 294 209 
2 2.04 | 1.60 2.17 1.05 2.21 1,59 | 225 | 2.09 

4 u EN ze 274 | 0935 — = E Se 

D 1.52 — 069 20l 0770 — | Pape, Be go 

6 1.s1 1,10 2232 0.940 — | — — -— 


! de | 
Tabelle XXXVIII. (Beilagen 487 bis 494.) 





Organische 


eben L Du Zitronensaure 
D i 4 i H á 





ae Blatt tie] Blatt | Stiel 


1 2.06 1.39 Lët" 0.959 
3 1,90 1,11 1,96 | 0,940 
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Versuch 4. Keine organische Substanz. Anorganische Salze in folgen- 
den Konzentrationen. Auf 1000 cem Wasser 


EN Ose 0 0 er 2ER 
(AHHH PO e e o ër dë e E 
MESSE. s 20-0 2. ei 

th de u en er ER 


In beiden Fällen dieselbe Lösung mit Ausnahme dessen, daß in der 
einen Lösung Magnesiumsulfat weggelassen wurde. Im letzteren Falle 
war das Wachstum schneller und kräftiger, dessen ungeachtet war kein 
Unterschied in der Amylasewirkung vorhanden (Tabelle XXXIX). 


Tabelle XXXIX. 
(Beilagen 487 bis 490 und 495 bis 506.) 


i Mit MgSO; 








Ohne Mosr 





Tage _—— 0. — - — 
Blatt | Stiel "fin | Stiel 
l 2,06 139 . 210 ` 0,98l 
3 1.90 LIL © 183 > LI 
5 1,36 1 103 . 148 | 0765 
T Lä | 0865 | 143 ` 0,640 


Alle diese Versuche zeigen jedoch, daß die Amylasebildung ziemlich 
konstant und unabhängig von äußeren Umständen ist. In allen Ver- 
suchen wurde ein Maximum der Amylasewirkung erhalten, wenn die 
Pflanzen das gleiche Entwicklungsstadium erreicht hatten. Bei den 
Blättern liegt der maximale Wert auf Sf zwischen 2 und 3, und sinkt 
dann auf einen Wert zwischen 1 und 2. 


e) Der Zusammenhang zwischen Amylasewirkung und 
Kohlehydratmenge in Blättern. 


el Methoden der Kohlehydratbestimmungen. 

Durch die Einwirkung der Amylase wird die Stärke in niedrigere 
Kohlehydrate gespalten, doch, wie bereits vorher gesagt, nicht weiter 
als bis zu Maltose. Wo es sich darum handelt, dieses Enzym in den 
Pflanzenteilen zu studieren, ist es darum auch von Interesse, den Stärke- 
und Zuckergehalt und dessen Veränderungen kennen zu lernen. 

Im Zusammenhang mit der Bestimmung der Amylasewirkung 
sind darum auch in einigen Fällen Bestimmungen der Zucker- und 
Stärkemenge gemacht worden. Die gewöhnlichen Zuckerarten in 
Pflanzen sind Saccharose, Maltose, Glykose und Fructose. Um jede 
einzelne von diesen quantitativ zu bestimmen, ist ein recht umfang- 
reiches Material erforderlich, außerdem ist dies mit sehr großen 
Schwierigkeiten verbunden. Da in dieser Untersuchung solche Be- 
stimmungen ein mehr untergeordnetes Interesse haben, sind im all- 
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gemeinen keine Bestimmungen mit Hinsicht auf die verschiedenen 
Zuckerarten ausgeführt, sondern nur Reduktionsproben gemacht 
worden. Durch die letzteren kann die Zuckermenge zwar nicht be- 
stimmt werden, da Biose und Monose alkalische Kupferlösung nicht 
in demselben Maße reduzieren. Sie geben jedoch einen Begriff da- 
von, ob eine Erhöhung oder Verminderung der Zuckermenge statt- 
gefunden hat. 


Feststellung von Zucker. 


A. Unmittelbar nach dem Einsammeln der Blätter werden die- 
selben im Trockenschrank bei 100° getrocknet. Dies ist notwendig, 
weil die Enzymwirkung fortfährt, auch wenn die Blätter von der 
Prlanze entfernt worden sind und folglich eine Veränderung des Ver- 
hältnisses zwischen Stärke und die verschiedenen Zuckerarten auch 
dann stattfinden kann. Nach dem Trocknen werden die Blätter 
p.lverisiert. 10,00 g werden algewogen und zuerst mit Äther cxtra- 
hiert, um Fette and Chlorophyil zu entfernen. Nachdem der Äther 
von den Blättern verdunstet war, wurden sie mit kochendem Wasser 
extrahiert. Der Wasserextrakt wurde zuerst mit Leem Pb-Acetat und 
dann mit so viel Alkohol gefällt, daß eine 80 proz. Lösung entstand. 
Hierdurch wurden Eiweißstoffe und höhere Kohlehydrate, wie Stärke 
und Dextrine u.a. entfernt. Die Lösung wurde mit einigen Tropfen 
Ammoniak versetzt, um saure Reaktion zu verhindern, wodurch die 
Biose hätten gespalten werden können. Nun wurde auf 100 cem ein- 
gedampft, hiervon IO cem entnommen und mit diesen laut Bertrands 
Methode reduziert. Dieses Volumen entsprach also 1,00 g Trocken- 
gewicht. 


B. In den Fällen, wo die verschiedenen Zuckerarten jede einzeln 
für sich bestimmt werden sollte, wurde der gefällte und auf 100 ccm 
eingedampfte Wasserextrakt auf folgende Weise behandelt: 

Ich ging davon aus, daß die Zuckerarten, die in solcher Menge 
vorkommen, daß man sie berücksichtigen muß, die vorerwähnten sind, 
nämlich Rohrzucker, Maltose, Glvkose und Fructose. Von diesen haben 
die beiden letztgenannten im großen und ganzen dieselbe Reduktions- 
fähigkeit, während Maltose ungefähr halb so stark und Rohrzucker 
überhaupt nicht reduziert. Den Zuckergehalt durch das Drehungs- 
vermögen der Lösung zu bestimmen. war nicht möglich, da die Lösung 
nicht genügend farblos erhalten werden konnte, nicht einmal nach 
wiederholter Behandlung mit Tierkohle oder Kaolin. Die Zuckermenge 
mußte deshalb mittels Reduktion bestimmt werden. 


l. Tu cem der ursprünglichen Lösung wurden zur Reduktion 
benutzt. Hierbei wurden a mg CuO gebildet. 
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2. 10 ccm wurden mit 0,5 ccm einer Invertaselösung versetzt, und 
nach einigen Stunden Einwirkung wurde reduziert. Hierbei wurden 
b mg CuO gebildet. 

3. 10 ccm wurden mit Salzsäure im Wasserbad behandelt. Hierzu 
wurde 0,5 cem konzentrierte Salzsäure genommen und nach 3 Stunden 
Einwirkung mit NaOH neutralisiert und auf die Reduktionsfähigkeit 
untersucht. Hierbei wurden e mg CuO gebildet. 

Der Rohrzucker kann bestimmt werden als der Unterschied in der 
Reduktionsfähigkeit in 1. und 2., also entspricht dies b — a mg Cu 0. 

Durch Einwirkung von Salzsäure wurde sowohl Rohrzucker wie 
Maltose gespalten. Die Maltose kann berechnet werden aus dem Unter- 
schied zwischen 2. und 3. Dieser beträgt c — b mg Cu O, welches also die 
Erhöhung in der Reduktion darstellt; Maltose’ reduziert jedoch auch 
als solche, ehe sie zu Glykose gespalten ist. Von 1,000 g Maltose erhält 
man bei Hydrolyse 1,052 g Glykose. Schlägt man in den von Bertrand 
aufgestellten Tabellen über die Reduktionsfähigkeit der Zuckerarten 
nach, so findet man, daß 1l g Maltose etwas mehr als die Hälfte Cu 
(berechnet aus dem gebildeten CuO) als Glykose bildet. Aber dieser 
Unterschied ist nicht genau derselbe für die verschiedenen Mengen. 
In nachstehender Tabelle XL wird angegeben, wieviel mgCu einer 
gewissen Menge Maltose bzw. Glykose entsprechen. Hieraus kann 
entnommen werden, wieviel Maltose einer bestimmten erhaltenen 
Differenz in Cu vor und nach der Hydrolyse mit Salzsäure entspricht. 




















Tabelle XL. 

I 11 III | IN v 
mg Maltose mgtu nach mg Cu nach | HI—I1 IIL 

ä on Glykose berechnet  Maltose berechnet | 1V 
Do Se 8 Ae 
30 | 61.2 333 | 279 1,19 
40 81,1 44.1 37.0 1,19 
50 | 99,2 | 55.0 | 44,2 1.25 
60 118,0 65,7 0.523 1,25 
70 | 135.0 | 76.5 | 58.5 1,31 
80 | 152,6 | 87.2 64.4 1.33 
90 168,6 | 98,0 "um 1,39 
100 | 185.7 108.4 0 m3 La 


Das Verhältnis zwischen der Menge Cu. die der wirklichen Maltose- 
menge entspricht und der Menge, die als Differenz nach Hydrolyse 
(Kolumne V) erhalten wird, steigt also etwas mit steigender Maltose- 
menge. Als Durchschnittswert kann man jedoch 1,30 annehmen. 
Multipliziert man also die erhaltene Differenz c — b mit 1,30, so erhält 
man die Menge Cu, welche der Maltosemenge entspricht. 

Um die Werte für Glykose und Fructose zu erhalten, braucht man 
folglich nur a um 1,30 (ce — b) zu vermindern. 
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Um die Methode auf ihre Zuverlässigkeit hin zu untersuchen, 
wurde eine Bestimmung mit bekannten Mengen Rohrzucker, Maltose 
und Glykose gemacht. Wie aus Tabelle XLI ersichtlich, ist die Über- 
einstimmung zwischen den gefundenen und den wirklichen Werten 


eine recht gute. 
Tabelle XLI. 





| 








Zuckerart \ Abzewogen | Gefunden | Unterschied 

č Seren DA SD n Ga ` | EE EB era Amer S | 
Rohrzucker. .... 0230 | 039 | + 0.009 
Maltose. ...... 0.250 : 02422 _— 0,008 
Glykose ...... ; 0,230 i 0,223 — 0,007 
Summe Zucker... | 070 |; 074 j| — 0,006 


Bestimmung von Stärke. 


Die getrockneten und pulverisierten Blätter wurden wie vorher 
zuerst mit Äther extrahiert, darauf mit kochendem Wasser behandelt 
und nach dem Erkalten dem Aufguß Leem einer Malzamylaselösung 
zugesetzt. Nach Einwirkung bei 40° 
während eines Zeitraumes von 
24 Stunden wurde filtriert und der 
Rückstand noch einmal mit Wasser 
extrahiert. In einer Parallelprobe 
wurde auf dieselbe Weise verfahren, 
nur daß hier keine Amylaselösung 
zugesetzt wurde. Der Unterschied 
in der Reduktionsfähigkeit in beiden 
Fällen ergab die Stärkemenge. 





ß) Ergebnisse. 


In Abb. 10 bis 12 sind meine 
Resultate aus den Tabellen XLII, 
XLIII, XLV und XLVII oberhalb 

CS SE Ter 377, der Amylasekurven graphisch ein- 
gezeichnet. Wie ersichtlich, ist es 

ziemlich unsicher, aus der Form 

der Kurven irgend eine Schlußfolgerung zu ziehen. In vielen Fällen 
entspricht eine Erhöhung der Amylasemenge auch einer Erhöhung 
der Stärke- und Zuckermenge. Aber dies ist nicht immer der Fall. 
Bei Versuchen mit Fraxinus excelsior ist jedoch die Übereinstimmung 
zwischen den verschiedenen Kurven eine recht gute. Der Amylase- 
gehalt ist also nicht direkt abhängig von der Stärke- und Zuckermenge 
in den Blättern. Dies ging auch schon aus den Untersuchungen 
betreffend die Veränderung der Amylase im Verlaufe eines Tages hervor. 














Abb, 12. Fraxinus excelsior. 
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Tabelle XLII. Fraxinus excelsior. 
j Ta | më Gaito 1g o es T Er mg Ce pro ` es o po E 
ag 'Trockengewicht ; Ze? ag Trockengewicht MIET 
15. IX. 20 93,8 | 15 17. X. 20 43,4 2,3 
30. IX. | 89,9 6,1 21. X. 57,3 22 
5. X. 37,0 5,1 25. X. 53,3 2,9 
10. X. 57,9 5,0 | 
Tabelle XLIII. Picea abies I. 
N C 1 : Stiir C ol 2 | St; 
Taa: Nirockenpowien ke Tag | rprockengowiche| "Fr 
rals As 20 89,9 1,97 14. II. 21 67,4 — 
7. XI. 79,8 — 21. II. | 12,3 0,18 
16. XT. 78,9 2,70 21. II. *) 104,0 | 0,41 
23. XI. 99,4 — 1. III. 97,6 0,18 
29. XI. 77,0 1,00 8. III. 56,5 | 1,80 
6. XII. 54,8 2,24 15. III. 40,0 | 0,27 
16. XII. 74,0 Ge 21. III. 44.4 | 1,44 
3.1. 2 76,9 ds 1. IV. 700 | 202 
12. I. 52,7 1,70 19. IX. 30,6 | 097 
20. I. 132,5 0,71 6. X. 105,0 1,14 
26. I. 93,6 _— 25. X. 119,4 0,53 
7. II 57,3 2,02 | 
zi Um 6 Uhr nachm. 
Tabelle XLIV. Picea abies II. 
| Tag E d wo Behr | 0/, Maltose | Die Glukose | oja Zu cker | Da Stärke | wii 
22. XI. 21. 110 © 312 2,22 6,44 — 56,7 
5. XII. . 1,58 ' 1,92 3,60 7,10 0.53 46,7 
11. I. 22! 0,40 3,14 2,34 5,88 280 i 655,5 
28.1. 1,22 : 436 1,48 7,06 —. u 2507 
13. II. 0,62 2,02 4.66 7,30 1,07 | 53,0 
Tabelle XLV. Pinus silvestris I. 
= u gr ag 0’. HE ër T t mg Cu proig | 0: © k 
ag | Trockengewicht in ag | Trockeugewicht | N 
3.X. 0% 33 ` 09 1. II. 212 64:00 
7. XI. 28,5 0,94 7. II. 70,1 1,01 
16. XI. 28,8 0,67 14. II. 49,1 2,25 
23. XI. 58,5. 0.44 21. II. 52.2 3.53 
29. XI. 37,2 0,50 1. III. 72,0 2.01 
2. XII. 54,5 — 8. III. 80,4 — 
6. XII. 32,7 1,15 15. III. 38,8 2,19 
16. XII. 37,6 0,52 21. III. 57.6 2,42 
KÉ 21 41,5 0,53 1. IV. 59,8 6,09 
12.1. 45,5 1,49 6. X. 65,7 0,31 
20. I. 87,6 0,96 25. X. 63.6 3,44 
26.1. 65,6 2.12 | 
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Tabelle XLVI. Pinus silvestris I. 





i Summa : Was-er- 














Tag a Va Maltose | vy Giukose | 0, Zucker | Uu Stärke er 

7. XI. 21 3,02 j0 363 0 043 ` 7.08 2.64 545 
21. XI. 24207032383 250 8,20 2.08 51.7 
23. I. 2 5.12 280 | 1,06 96. 161 SEI 

Tabelle XLVII. Pinus silvestris II. 
RaR le Er, eer EE SSES 
11. XI. 20 359° 0,59 24.1. 21 100.0 — 
25. XI. 69.5 1.48 2. IT. 1292 000 

3. XIT. 55.5 1,04 9. II. 118.1 0.18 
13. XIIL. 62,0 > 11. IT. 91,6 1.63 
20. XII. 426 | 029 [23 1. E 0.36 
12.1. 21 23 0.50 2. II. 74,7 = 

Tabelle XLVIII. Pinus silvestris III. 
RS , — 

7. III. 21) 93 = 6. IV. a 885 2.56 
14. II. ` 96.2 2,61 1. IX. 49,4 = 
31. II. 84,1 7,29 18. X. 67,4 0.00 

Tabelle XLIX. Pinus silvestris III. 
Tag nr | Da Maltose | Dia Glukose Pe | vu Stärke Eer Ñ 

5. XII.21 280 une | 374 : 690 = 48.4 
(LI 22 134 oco | 456 | 588 0.00 | Dä 
28. I. 2,46 184 | 276 ` 1.04.0070 544 
13. II. 010: 29% © 286 592 54.4 


Lidforss!) hat gezeigt, daß die winterüberdauernden Laubblätter 
‘sich in unseren Breitengraden von Anfang Dezember an völlig stärkefrei 
erweisen. Wie aus meinen Bestimmungen der Stärke in den Nadel- 
bäumen hervorgeht, ist auch hier wänrend des Winters keine oder nur 
= wenig Stärke vorhanden, während die Zuckermenge da größer ist. Dies 
stimmt auch mit Untersuchungen von Lundegurdh?). Er hat gefunden, 
daß die Stärke verschwindet, wenn stärkehaltige Blätter bei Tempe- 
raturen nahe 0°C gehalten werden. Nach Czapek?) beruht das Ver- 
schwinden der Stärke im Winter darauf, daß die Zuckerkonzentration 


I) Lidforss, Bot. Zentralbl. 67, 33, 1896. 
2) Lundegärdh, Jahrb. f. wiss. Bot. 53, 421, 1914. 
3) C’zapek, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 19, 120, 1901. 
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in den Zellen, um Stärkebildung eintreten zu lassen, bei niedriger 
Temperatur größer als bei höherer Temperatur sein muß. Nach Brown 
und Morris entspricht eine größere Stärkemenge einer schwächeren 
Amylasewirkung. Andere Verfasser haben die Amylasewirkung dort 
am größten gefunden, wo die meiste Stärke zu finden ist. Blagewjescht- 
schenski hat die Amylasewirkung und die Stärkemenge in keimenden 
Samen von Vicia Faba bestimmt, ohne jedoch einen Zusammenhang 
zwischen diesen zu finden. 

Die Frage, wie sich das Verhältnis Zucker ZZ Stärke in Blättern 
und Samen gestaltet, ist von mehreren Verfassern behandelt worden, 
z. B. Lundegärdh, Molisch!), Schroeder und Horn?) u. a. Es war seit- 
langenı bekannt, daß die Stärke beim Welken und Trocknen der Blätter 
im Dunkeln verschwindet. Die beiden letztgenannten Verfasser haben 
das gegenseitige Mengenverhältnis der Kohlehydrate im Laubblatt in 
seiner Abhängigkeit vom Wassergehalt untersucht. Sie kamen zu 
dem Schluß, daß in verdunkelten detachierten Blättern, falls Stärke 
anwesend ist, der Rohrzuckergehalt bei fallendem Wassergehalt steigt 
und bei steigendem Wassergehalt fällt, oder er ist groß bei geringem 
und klein bei hohem Wassergehalt. Sie halten für wahrscheinlich, 
daß diese Regeln gleicherweise für Blätter in situ an der Pflanze gelten. 
Es kann von Interesse sein zu sehen, wie meine Zuckerbestimmungen 
an Nadeln mit diesen Annahmen stimmen. Freilich zeigt der Wasser- 
gehalt in den verschiedenen Fällen nur kleine Variationen auf, und die 
Proben sind mit ziemlich langen Zeitabschnitten genommen, welches 
das Resultat unsicher macht. In Tabelle XLIV ist der Wassergehalt 
am niedrigsten am 5. Dezember, und da erreicht auch die Rohrzucker- 
menge einen maximalen Wert. Dies ist auch das Verhalten in Ta- 
belle XLIX, wo der kleinste Wassergehalt der größten Rohrzucker- 
menge entspricht. In den anderen Fällen läßt sich die Beziehung 
zwischen Rohrzucker und -Wassergehalt nicht deutlich erkennen. 
Die Resultate sprechen aber auch nicht der Annahme Schroeders ent- 
gegen. Aus Tabelle XLIV und XLVI ist auch ersichtlich, daß Rohr- 
zucker und Stärke stets im umgekehrten Verhältnis zueinander stehen. 
welches auch mit Schroeders Annahme, daß Rohrzucker aus Stärke 
gebildet wird, in Übereinstimmung steht. 


ð. Diskussion über die Wirkung der Amylase in der lebenden Pflanze. 

Die Fähigkeit der Amylase, in der Pflanze die Stärke zu spalten, 
ist natürlich von einer Reihe von Umständen abhängig. Stärke wird 
gebildet und kommt in den Blättern in den Chloroplasten, aber 


*) Molisch, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 39, 339, 1921. 
2) Schroeder und Horn, diese Zeitschr. 130, 165, 1922. 
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auch als Vorratsnahrung an anderen Stellen in der Pflanze vor. Eine 
Hauptbedineung dafür, daß die Stärke von den Amylasen gespalten 
wird, ist, daß die letztere mit der Stärke in Berührung kommen kann. 
Nach Palladin soll die Amylase zum größten Teil an den Protoplasten 
gebunden sein, aber sie kann sich auch von diesen freimachen und un- 
abhängig davon wirken. Ist die Amylase an den Protoplasten gebunden, 
so ist es nieht denkbar, daß sie sich in der Pflanze fortbewegen oder 
diffundieren kann. Grüss hat die Diffussionsfähigkeit der Diastase 
durch die Zellenwände untersucht. Er sagt, daß als Resultat dieser 
Untersuchungen sich ergebe, daß die Diastase durch die Zellhaut zu 
diffundieren vermöge. Er unterscheidet jedoch zwischen zwei amvlo- 
Ivtischen Enzymen, von welchen das eine leicht durch die Zellenwände 
dringen kann, ohne dieselben zu zerstören, während das andere dies 
nur mit Schwierigkeit und unter gleichzeitiger Zerstörung der Zellulose 
vermag. Das letztere Enzym kann darum sehr wohl als Zellulase 
angesehen werden. 

Nach Effront!) hat es nicht den Anschein, als ob Wanderungs- 
vorgänge bei der Ausbreitung der Enzymwirkung wesentlich in Be- 
tracht kämen. Doch scheint nach verschiedenen Angaben Diastase 
in gereinigten Lösungen nicht unbeträchtlich zu diffundieren. Brown 
und Morris zeigten die Diffusion in Gelatine. Durch Kollodiumhülsen 
findet jedoch keine bemerkbare Diffusion statt. Das Eindringen des 
Ferments in feste Stärkekörner stößt oft auf große Schwierigkeiten, 
worauf die früher häufig vertretene Ansicht, daß unverkleisterte Stärke- 
körner nicht angegriffen werden können, zurückzuführen ist. 

Wenn Pflanzen abgeschnitten werden und der abgeschnittene 
Teil ins Wasser gestellt wird, diffundieren nach und nach die Glykose 
und andere niedrige Kohlehydrate durch den Stiel. Wenn auch die 
Amylase in der Pflanze diffundieren könnte, sollte man dies daran 
beobachten können, daß sich die Amylasewirkung in dem Stiel ver- 
mindert, sofern die Neubildung nicht ebenso groß wie der Verlust 'ist. 

in in diese Richtung gehender Versuch ist mit Phaseolus vulgaris 
ausgeführt worden. Zwei 9 cm lange Pflanzen wurden genau an der 
Wurzel abgeschnitten und in ein Gefäß mit Wasser gestellt. Bei zwei 
anderen Exemplaren, die sich in ganz demselben Entwicklungsstadium 
befanden, wurde die Amylasewirkung in den vier untersten Centimetern 
des Stiels bestimmt. Nach Verlauf von 24 Stunden wurde die Amylase- 
bestimmung in dem entsprechenden Teile des Stiels der abgeschnittenen 
Pflanzen und in dem Wasser vorgenommen. Wie aus Tabelle Z 
ersichtlich, ist die Amvlasewirkung vollkommen dieselbe in allen Exem- 
plaren, sowohl den abgeschnittenen wie den anderen. Im Wasser konnte 


1) Efjront, Bull. Assoc. Chim. Sucr. 23, 508, 1905. 
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kein Enzym nachgewiesen werden. Dies spricht dafür, daß eine 
Diffusion nicht stattfindet. Der Versuch ist jedoch, wie gesagt, nicht 
vollkommen einwandfrei, da eine Neubildung des Enzyms stattgefunden 
haben kann. Daß dies in gleich großem Maße wie der Verlust der Fall 
gewesen ist, kann man jedoch kaum als glaubhaft ansehen. 

















Tabelle L. 
(Beilagen 507—511.) 
Nicht EE Piliinzen | R EE E Wisi 
k own | 0043 | 0053 | 0,052 0 
Sf | 0,427 | 0,423 - 0478 | 0440 0 


Ein anderer wichtiger Faktor für die Wirkung der Amylase ist 
die Wasserstoffionenkonzentration. Der Zellsaft hat stets eine schwach 
saure Reaktion. Diese wird von sowohl anorganischen wie organischen 
Säuren verursacht. Bei Einwirkung von Tageslicht nimmt die Menge 
der organischen Säuren ab. Dies ist auch der Fall bei steigender 
Temperatur. 

Im Zusammenhang mit der Keimung von Phaseolus vulgaris wurde 
auch die Wasserstoffionenkonzentration im Pflanzensafte bestimmt. 
Dünne Schnitte von den Kotyledonen und dem Stiel, welche fast farblos 
sind, wurden mit einem Tropfen eines Indikators befeuchtet und die 
Farbe beobachtet. In allen untersuchten Fällen, Keimpflanzen von 
2 bis 10cm, wurden die gleichen Werte auf die Wasserstoffionen- 
konzentration erhalten. Nachstehende Indikatoren mit in der Tabelle LI 
angegebenen Umschlagspunkten kamen zur Anwendung. 














Tabelle LI. 
Ka ` SERGE É Pr = | Di-brom- | 
Indikator: , Methylorange Lackmoid Kresolpurpur sulpho-phthalein 
Farbenumschlag `, . . . | rot-gelb rot-blau gelb-violett, gelb-blau 
Umschlagspunktp, . .  3,1—4,4 4,65 4,2—6,8 6,8—7,6 
erhaltene Farbe. ... gelb blau rotviolett gelb 


Die Wasserstoffionenkonzentration entsprach somit einem 
Pu -Wert zwischen 4,7 und 6,8. In anderen Versuchen wurden die 
Pflanzen unter Zusatz von etwas Wasser gepreßt. In dem so erhaltenen 
Preßsafte wurde die Wasserstoffionenkonzentration auf elektro- 
metrischem Wege bestimmt. Der Wert auf py wurde zu 5,5 ermittelt, 
eine Wasserstoffionenkonzentration, welche für die Wirkung der Amylase 
am günstigsten ist. 

Besteht eine Beziehung zwischen Amylasewirkung und Wasser- 
gehalt in den verschiedenen Teilen der Pflanzen ? Bei der Keimung 
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nimmt sowohl der Wassergehalt!) wie die Amylasewirkung kräftig zu. 
Die letztere setzt noch zu stegen fort, auch seitdem der Wassergehalt 
sein Maximum erreicht hat. Werden die Blätter bei gewöhnlicher 
Zimmertemperatur getrocknet, so wird die Amylasewirkung freilich 
vermindert, doch können getrocknete Blätter monatelang aufbewahrt 
werden, olıne daß die Amylasewirkung ganz verschwindet. Auch in 
ruhenden Samen, z. B. Bohnen, ist Amylase nachgewiesen worden. 
Sieht man nach, wie sich die Verhältnisse in Blättern und Nadeln der 
Bäume gestalten, so besteht hier zwischen Wassergehalt und Amylase- 
wirkung keine direkte Beziehung. Die verschiedenen Werte der Amylase- 
wirkung bei verschiedenen Zeiten können nicht dem Wassergehalt 
zugeschrieben werden. In den Knospen ist ja die Amylasewirkung 
bedeutend höher als in den voll entwickelten Blättern, der Wasser- 
gehalt aber ist größer in den letztgenannten. 


6. Zusammenfassung. 


l. Zur Angabe der Wirksamkeit verschiedener Pflanzenamylase 
(der Verzuckerungsfähigkeit) ist die von Euler und Svanberg vor- 


RER k.g Substrat. f f 
geschlagene Einheit Sf = an — innerhalb weiter Grenzen gültig. 
| g Präparat : 





2. Das Optimum der Azidität einer Reihe Pflanzenamylasen ist 
durch Kurven festgestellt worden; es liegt für sämtliche untersuchten 
Amnxlasen zwischen py 5,0 bis 5,4. 


3. Bei der Keimung von Samen (Phaseolus) und während der 
ersten Entwicklung der Pflanze findet eine sehr starke Amylasebildung 
in allen Teilen der Pflanze statt bis zu einem Werte, der ungefähr 
1000. mal größer als der ursprüngliche ist. Die höchsten Werte wurden 
in den Knospen und den jungen Blättern gefunden. Auch die Ver- 
teilung der Amylase in verschiedenen Teilen der Keimpflanzen ist 
festgestellt worden. 


4. Die Amvlasewirkung in Knospen und Blättern einer Reihe 
von Bäumen bei verschiedenen Jahreszeiten ist quantitativ bestimmt 
worden (S. 242). Die Enzymwirkung ist auch hier am größten in den 
jungen Blättern. Die Veränderungen der Amylasewirkung ist be- 
sonders an Nadelbäumen untersucht worden (S. 245). Die Amylase- 
wirkung kann in ein und demselben Baume stark variieren. In den 
jungen Schößlingen ist die Amvlasewirkung zu klein, als daß man sie 
bestimmen kann. 


1) Das Trockengewieht ist in den Beilagen angegeben. 
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5. Die Amylasewirkung ist während des Verlaufs eines Tages in 
Blättern in situ an der Pflanze keiner regelmäßigen Veränderung 
unterworfen. 

6. Wenn Algen in Nährlösungen kultiviert werden, welche Stärke, 
C'a-Tartrat und Ca-Lactat enthalten, nimmt die Amylasemenge zu. 
in Lösungen von Rohrzucker, Lactose, Maltose, Glykose und Galak- 
tose vermindert sich die Amylase dagegen. Enthält die Nährlösung 
nur anorganische Verbindungen, so übt dieselbe keinen Einfluß auf 
die Amylasewirkung aus. 

7. Phaseoluspflanzen, welche in Nährlösungen kultiviert werden, 
zeigen nur sehr kleine Veränderungen in ihrer Amylasewirkung auf. 


8. Zwischen Amylasewirkung und Stärke- bzw. Zuckermenge be- 
steht keine deutliche Beziehung. 
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Beilagen. 
Enden, E al gl 
Nr. Präparat d E | až ' k Sf Nr. Präparat E SÉ k S 
g al Z) 3,75 
Versuchs 3: u 22 Tagen. Kaiy- ' 1 146,1 0.38 | (An 
Phaseolus vulgaris. a == 79,21). j ledonen. 0,9346 g. 2 |58,9 30 ` 
1 1,00 g. Trockeugew.' 23 28,3 0,0084 0,0054 | || Trockengew. 25,8. | 4 701, 24 | 
96,5%. 47 52,9: 102 | ‚031 
71 68,3; 121 12 Stiel. 0,4454 g. | 1.234 0.151 Li 
95 71 ‚9 109 ` Trockengew. 11,0.. 2 39.4 149 
| 0,0104 : | | 4 55,3: 130 
2 S Tagen. Eine ganze 22 56,3 0,024 0,0253 | o | 0,143 
Pilanze. 1.120 ve. 30 61,5 oa ` 13 DieBlätter. 0,1194g. 0,5 12,7 0,150 Za 
‚| Trockengew. u 46 70, o 20 ` | Trockengew. 20, 6. 1 ES 0: 165 
| 85,6. KH SE | 2 3 6 110 
14 Taren. Bine gan; 3 28,7 0.065 0.0844 de | E 
E E E 14 28 Tagen. 2 Koty- 0,5 24,5 032 139 
anze. 1,370 6 46, 0 65 tre SE d Een 
Truckengew. 28,2. 20 795 — | ledunen. ite 3 1 ‚39,6 30 
KI"? (mesch f Frockengew. 17,5. 2 634 35 
: | | ST 0,32 
4 OhneWurzel.1,145g. 3 30,7 0,071 0,110 | 15 Stiel. 0,8568 g. 0,5 19,9 0.25 1.45 
| Trocekengew. 25,2 6 ‚49,5 71 Trockengew. 8,45. ' 1 132.5 2 Ä 
| . UOL | 2'835 17 
| d Ee | 3155 1 
5 16 Tagen. Koty-; 2 45.4 0,18 :0,252 | | oa 
( | =Q, v | ` - 
a 16 1 Blatt. 0,2681. 0,5165 0.20 44 
rcckengew.30,2.| 5 55,5. ll EEE ER care ; 
! PE Trockengew. 7,57., 1 1245 In 
p Ol | 2446 18 
6 Eindosperme. | 2 30.3 0,104 i 0,498 Ä ER 1 
9680er. Trocken- 3 36,7 go ` | 0.18 
gewicht 9,55. 5.491; B4 | 17 2 Knospen. 0,0231g,; 1 | 6,8 0,038 4# 
| | 0.093 : Treckengew. 15,3. 3 17,5 SEW 
ZER | en 204,70 
7 Die Dlättehen. 2 29,5 0,101 Län | une 0031 
0,3253. Troeken-. 3 87,3 92 | | Ä = 
gewicht 9,64. : | 0.097 ` 18 31 Tagen. 0,2167 Kar 15,5 0,19 4.22 
i SR | | Trockengew. Gë Mi 134 15 | 
8 17 Tagen. Koty- 1 837.5 0.278 0,350 | 2353 13 
' Jedonen 1.222. 2 478 201 ! 4593 15 
Trecekengew. 26,8. 4 67,5 208 i 016 
| 0,229 | nl er 
| de KE 19 32 Tagen.  Koty-.0.5:20.5 0.26 1. 
0 Endosperine. 1 20.2 0,128 ‚0,703 o ledonen. 0,3565 g. 1 [40.8 A 
(uv "Trocken, 2 325 115 T © Troekengew. 26,1. 2 |536 25 
gewicht 9,00. 4 483 102 | i 0.27 
0.115 ' 20 Stiel. 0,8444 e. 05178 0.22 1.16 
10 Die Blättehen. 1 212 0.135 "Lu © Troekengew. 9,71. 11287 17 
0,4410. Trocken- 2 359 131 | ! | 2 477 20 ` 
gewicht 13,7. 4 49.1 105 | | 4 61,1 16 
WI: ) om 


1) Wo nicht anderes angegeben ist. 
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3 2 
Ar Präparat E SE k 
7 = 
2 Blätter. 036052. 05 14,7 0,176 
Ireckengew.14,5. 1 214, 140 
2 320 112 
4 570 138 
| : 0,137 
"2 Krospen. 0,0417. 2 15.5 0,047 
Irvckengew.19,1. 4 26,5. 44 
5,5 327, 42 
10,044 
3 35 Tagen. 0.4561 æ. 0,5 17,9 0,22 
Trockengew. 9,70. 1 305 21 
2 416 l6 
10% 
"JN Tagen. Stiel. 0,5 10,0; 0,116 
oicoge, Trecken- 1 18.2 113 
gewicht 5,15. 2 28.8 96 
4 45,7 93 
| | 0,105 
= Dax erste Blattpaar. 0.5 14,1 0,170 
(ie Trecken- 1 26,5 177 
gewicht 9,68. 2 37,5 1499 
4 595, 15l 


HW 


X) 


3 


Kn 


' Knospen, 0,0663 g. 


KEIER 


D’aszweiteDlattpaar. 0,5 9,3, 0.108 


8l 


"äm Trocken- 1 18.7, 17 
gewicht 10,2. 2 281 95 
4 4165 ` 

| | 0,100 | 
£ Tagen, Stiel. 0,5 10.8 0,128 
"4226er. Treeken- 2 30,4: 105 
gewicht 7,83. A 40,0| ME 
|! ‚ 0,112 


; | | 
Das erste Blattpaar. 0.5 14.6. 0,136 


124 | 


"573er. Trocken- 2 345 
gewicht 9.66. 3 41,6 108 
ER 
Das zweite Blatt. "0.5 10.0! 0,108 
(de Trocken- 2 29.6 WI 
wicht 15,3. 3 40,0 102 
| OI 


2 147. 0,101 
3 195 98 
a 39,6. — 
bk 0.100 
H Tagen, 0.5105 g. 0,5 101: 0.117 


Irvekengew. 17,0. 


Iruckenzew. 8,69. 1 16,4, 101 
2 283898 
43,2 86 


4 l 
gd ı 0,101 





1,32 


Präparat 


46 Tagen. 0.6564 e. 
Trockengew. Än 


33 0,5963 e. 
gewicht 9,59. 

34 
/ 

35 


40 Tagen. Stiel. 


0,6565 v. Trocken- | 


gewicht 9,59. 


36 Blätter. 0,6015 g. 
Trockengew. 11,6. 


Kg Knospen. (Lille, 
Truckengew. 13,8. ` 


t 
| 


38 44 Tagen. 0,3180 g. 


Trockengew. 10,0. 


39 22 Tagen. Koty- 
ledonen, 0,7496 e. 


Trockengew. 27,2. 


40 Stiel. C 5O89 g. 
Trockengew. 9,32. 

41 filter. 0,1154 e, 
Trockengew. 15.5. 

42 32 Türen. Koty- 


' Jedonen 0,2173 g. 
Truckenrew. 22,5. 


Trocken- 


47 Tagen. 0,5297 g. 
Troekengew. 10,7, 


Stunden 


pt © 
a 


Va DO ki Wa, Fäi ki 


va Hä ra 


0,5 


l 
2 
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0.27 
28 
29 


WER 


0,116 
108 
0,112 


0.22 
26 
17 
16 


020 


0.33 
20 
2) 


0,27 


1,66 


2,01 


3,82 


3,14 


0.663 


3.28 
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= | r ! = a] 
E T ) SE 
Nr Präparat = | Se | l Sf Nr. Prüparat = = | k Sf 
L. A E = 
BD | geg eg | i Fee: SCENE dë > AA Zeen E BEER i — ` EE Se a 
43 Suel 1,1563 g. 0,5 15,5| 0,19 0,876 ]54 Stiel und Wurzel. 1 ;21,6: 0,138 1,51 
` Trockengew.8,4%. 129,6) 20 0.5559 g. Trocken- Zä 43,5; 138 
A EC ër gewicht 7,66. ı 4 49,5, 107 
GE? SC l : 0,128 
Kg 0,17 55 Blätter. 0,0847 g. | 1128,3 019 Gm 
44 Blitter. 0,4134 v. f 0.5 14,1| 0,17 1,31 | Truckengew. 15, D 25470 16 
| Trockengew. 13,8 1 214 14 | 4 52,9 12 
‘2 33,6 12 o] 0.16 
A 593| 15 S 
KZ: = us ` Versuchsreihe 2. 
| m: Phaseolus vulgaris. a = 79.2. 

Ge: 0,0920 e 2 291) 0,095 En. = 
EL el ee | 22 oi 0,0043 vz 
Trockenge w. Í 9,0. 4 39,31 75, g 19, , Se 

5 44,7 72 ; Trockengew. 89,3. 4 er 47. 
| e E 475 Du ` 
| | 8 | as | RK 0,0049 ! 
46 39 Tagen. Stiel. 10,5. 7,1! 0,080 | | e 
E dE E EE KRONE 05 3.170315. 51% 
0,7585 gr. Trocken- 1,5 19,5 Hl, á Dan 
Seile 7207 2.996 | | ledonen. 0,3330 g. 1 35.3 256 
gewicht 7,07. 3:20,06 68 2 g e 
' 5:40 al CR |  Trockengew. 39,4. 2 54.6 254 
20 j 3 598 203 
| SE ' S | 0,257 
47 Erstes Blattpaar. 05 9.3] 0,108 0,865 er 
0.7366. Trocken- "1,5 25.8] 114 | 58 Stiel. 0,4925g. 0,5 5,1. 0,056 Oz) 
gewicht 8,30, .3 38,5 o6 ` Trockengew. 8,45. III 65 | 
"(ig | 
v d 3 ` "e D d i 
48 Das zweite Blatt. 0.5 Bir 0,100 Lä | DR ' 
02938. Trocken- 1,5 25.0° 100 | en 
gewicht 198. 3.382) Ba 59. Blätter. 0,0510 e 05 51 0,056 272 | 
0,088 © Troekengew. 19,5. 2 180 56 f 
49 Knospen. 0,0242 g, 1.5: 3,1 0,024 2,55 3.231 50 
` Trockengew.17,0..5.93 23, g R ! 0,054 
| 2325 Ip: Bu OE i 
| ad 60 19 Tagen. Koty-. 111,9 0.071 0,738 
| | 0 021 , ledonen. 0,1555 g. 2 25. 7 85 i 
| er , Troekengew. 28,8. 3 3% 5 
50 10 Tagen. Koty- 2 511 0,225 0,468 ee 
ee R p ES 4 414 80 
ledonen. 0.8446 e. 3 593 200 - i deeg: or BE 
Trockengew. 27,0. 4 681 213 S | ‚080 
| 0.213 | GL geet, Eg 1 78 0,046 0,308 | 
51 Stiel und Wurzel. 2 23,5 0.076 ré Trockenge w. 7,23. 2 18.8 59 
O2ISK g, Trockene 3 281 63 ‚3 23,1, 50 
gewicht 855. 4 345 (ER | ‚0.052 
j | 0.067 | | 
Bu EEE RENTE EE Ges 62 Blätter. 0,1655 e. 1 17,9 0,111 1570 
52 Blättchen. USER D, 2 23.5 0. 076 d'BD Ä Trockenge WW 19,0. Ä 2 30.8: 107 
 Trockenrew. 13,0. 332.0 75 | | | 
S SE = -3 40, 5) 104 
4 Au. OU | 0.107 
(Luz ` ! | 
53 24 Tagen. Koty- 25633 028 10.47 63 27 Tagen. Stiel. 1 13,6, 0,082 0.573 
ledonen. LO02S g. 4 675 2 ` 1.2058. Trocken- 2 249 82 
Trockenzew. 20.5. 5 73,5 23 gewicht 5.56. A Al 4 80 
| 0.24 | 0,081 


Amylase in Pflanzen. 












































































































































laj s | h | Is al 
$ Priparat 3 E | k | Sf Nr d Präparat E | EI k Sf 
a ge Wen cube a u EE Fe 
dë Blattpaar. ` 1 | 7.0! 0,040 | 0,620 75 ‚Blätter. 0,1265. 1 ‚23,1! 0,150 | 1,82 
1285). Trocken, 2 ;16,2| 50 | Trockengew. 26,0. | 2 32,5 110 
gewicht 13,3. | £ 130,0] 52 | ; 3 39,6; 100 
0,047 | |; 0,120 
i Zweites Blatt. 1, 2,6| 0,0140 0,601 | 76:15 Tagen. Koty- 1 31,7| 0,22 | 0,373 
(ul e Trocken, 4 | 9,2 134 | ledonen. 1,4985 z. 2 45,8) 19 
vewicht 19,6. 0,0137 | Trockengew. 17,3. | 3 1545; 17 
| | i 0,19 
Versuchsreihe 3. 77 j Stiel. 1,302 e '1 (GA) 0,09 | 0,515 
Phaseolus SEN a = 19,2. ! Trockengew. 6,85. | 2 29,1 E 
| | 3 134,4 
"0 Tagen. 1,090 g. ‚19 19 di 0,0024 0001 | 170.092 
Truckengew. 89,9. 25 | | i 
en E 257) 25 78 Blätter. 0,7305 g. © 1 24,9| 0,164 |0,641 
| 0.0025 Trockengew. 14,4. | 2 36,1 132 
| | ‚31422 110 
b Tagen. Koty -123 ‚29 ‚9; 0,0090 | 0,0095 | | 0.135 
ledunen. 1.3135 2 Ai 47,5 84 |, p ER 
Trockengew. 35,7. |71 161,5 92 79 Knospen. 0,0578 g. 1 |10,2; 0,059 | 6,25 
| | 0.0089 :  Trockengew. 8,57. | 2 21,5 69 
, 3 :26,5 59 
` Kotyledonen. | E 124,0; 0,0068 | 0,0074 d 0.062 
94g. S ! f 
o z a "7 47 43,1] 2 80 18 Tagen. Erstes 1 21,5) 0,137 [0,810 
el Ä | 160070 Blattpaar. 0,749g. | 2 32,5! 115 
l Eulosperme. | 0,0077 0,0770 Trockengew. 10, 0. 3414| 107 
3425g. Trocken- | 47 | 388° e IE 0,120 
zewieht 12,1. BR wer 81. Zweites Blatt. 0,5 78| 0,092 136 
| 0,0084. ` 0,1980g. Trocken- | 2 |257] 85 | 
' il Tagen. Koty- ;0,5! 4,3; 0,048 | 0,0298 ` gewicht 15,8. | 3 :30,8 71 
ldonen. 2,2045 g. i 2 | 102| 30 | li 0.083 | 
g 2. í ` | f 
ERBEN a EE 82 125 Tagen. Erstes 1 (DA) 0,164 | 0,535 
| 0,037 Blattpaar.1,531g.! 2 33,5| 119 
ste. 062158. 0,5 26, 0,016 | 0,204 ,  Trockengew. 8,66. ` 0,142 
feu 78919 | | 
[tuckengew. ur a 83 26 Tagen. Erstes 1 13,8) 0,077 0,475 
Da zu BE, | Blattpaar.1,12le.| 2 |257) "es 
| | 0,020 | Trockengew. 7,8). 3 136,1) 88 |. 
bärtehen. 0,1489 g. as 5,2 0,058 1,70 d | 0.083 ` 
Trockengew. 11,9. 1 110, 64 ! ER 
‚12188 59 84 34 Tagen. Erstes 1,5 16,3| 0,067 : 0,262 
I 3 25,7 57 , Blattpaar. 1,056. e 2.223 72 | 
| | | 0,060 | | Trockengew. 13,2. A EH n SE | 
) 13 Tagen. Koty- 1 113,6. 0,082 :0,0876| " ` KE 
lalonen, EE 2 ‚29,9 103 85 Zweites Blatt. LU (or 0,081 0,429 
Truckeugew. 28,2. 1 3 ;43,1, 114 0,6065 8. Trocken- 3 ‚25,7 85 ` 
| 0,100 | gewicht 15,4. 3 132,5! 76 | 
| | 4405078 
Stiel. LOL g. u 13,6 0,082 ; 0,357 Ä | Ben 
Irsckengew. 11,5. 2 283 96 GEN | DE 
3 131,7 74 86 Drittes Blatt. 1 145 0,088 0,565 
4 1405 78 0,3956. Trocken: 2 25,7 85 | 
i í goe? gewicht 19,5. 00837 ` 
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K. Sjöberg: 





Präparat 


87! vi lertes Blatt. 


gewicht 20,0. 


88 


| 
| 
| 
|: 
| 35 Tagen. 
d 





Zweites Blatt. 
0,4346 gz. Trocken- 

ı gewicht 10,9. 

| 


` gewicht 9,03. 
P) 


90 |: E Blatt. 


0,5360 g. Trocken- 
gewicht 15,9. 


di ünftes Blatt. 
| 0,0453 g. Trocken- 
! gewicht 16,0. 









36 Tagen. 


gewicht 10,6.. 

93: ee Blatt. 
1,54 v. Trocken- 
gewicht 12,6. 

94 37 Tugen. 

Erstes Blattpaar. 

1,3748 g. Trocken- 

gewicht 9,80. 








95 RER Blatt. 
j 0,6914. Trocken- 


gewicht 13.0. 


955 


Tagen. Erstes 
Blattpaar. Il, 


0,1042 g. Trocken- | 


Erstes Blattpaar. 


1,1235 g. Trocken- i 


| Erstes Blattpaar. ` 
u 0,8559 g. Trocken- 


| 


LÉI Fei 


Trockenrew. 12,0. 


97 Zweites Blatt. 
| 01,543. Treeken- 
gewicht 13.7. 
' 
98 Drittes Blatt. 
0,9547. Trocken- 
li gewicht 12,8. 


LÉI kent Vë, AS LI pe Stunden 


I Fe 


Ka N Fi VW Hä GC VW Lë bal Li rä 


Ha Ge u ra 


Se ty bei 











0,125 


1,15 


0,158 


0,624 


0,309 


0,448 


0,342 


0,394 


5 | | 
az 
3 k 
| 2 
87, 0,050 ` 
‚12,2 37. 
2331| 48 
31,6: 55 
0,048 
52, 0,029 | 
11,9| "än 
| i 0,032 | 
| 
93, 0,054 
1454| 
| | 0,049 | 
| 
‚19,6, 0,123 ` 
29,9, 103 ; 
` wm | 
60.0034 | 
8700 | 
18,0) 37 | 
' 0,032 | 
19,6. 0,062 |! 
33,5 60 | 
45,8, 47.: 
00.056 | 
35012 ` 
529 12 | 
| ‚ 012 | 
| i 
15.6 0.095 
“oTa ui 
36,1 88 | 
| 0 092 | 
17.1 0,105 
300.103 | 
36.1 88 | 
45.0 91 | 
0.097 | 
24.2 0.158 
210165 | 
"im | 
214 0137 
335: 119, 
402103 | 
0.120 | 
214 0.137 
3595 129 
42,2: 110 


0,440 


Präpurat 


99. Viertes Blatt. 


0,5700 g. Trocken- 


gewicht 12,3. 


100 Fünftes Blatt. 
' -0,189%g, Trocken- 
gewicht 16,1. 


101 Sechstes Blatt. 
0,0391 e Trocken- 
gewicht 13,5. 


102 5 Tagen. Koty- 
‘ ledonen. 2,688 v. 


103 Endosperme. 
'-0,1265g. Trocken- 
gewicht 12,0. 


104 5 Tagen. 


Trockenzew. 42,6. 
E LA 


| 


1.5630 g.. 


Truckengew. 44,1.. 


105 6 Tagen. 


Kuty- 


© Jedonen. 1,7432 eg. | 
,  Trockengew. 40,0. 


106 Endosperme. 
0,1567 œ. Trocken: 
gewicht 13,2. 

107 8 Tagen. Kety- 

© ledonen. 2,2095 g. 

Trockengew. 37,1. 


108 Endosperme. 
OBOLO g. Treeken- 
gewicht 13,0. 


109 13 Tagen. 


ledonen. 


Koty- 
1,718 g. 


"Stunden 
mg 


Kai Hi ra 


56 
12,0 
16,7 


ai HI ra 


2 233 
E 
48.5 
80.2 


33.5 


72 39,6. 
48,5 


12.8 
22.3 
37,0 


17 19.5 


43/440 


65 46,8 


20 335 


| 


43 60.3 
70 | 11.9 


Trockengew. 31.4 4 21,4 


110 Stiel. C,6113 g. 
Trockengew. 8,70. 


| 
| 


43 355 
70 431 
92 477 
| 
1 76 
2 13.9 
| 
1'56 
2 102 
4 195 


l 


39,3 


60.7 


0,031 


35 


34 i 


0,033 
0,009 
65 
60 
0,0065 
0.0086 
88 


0,0087 


0,0050 
42 

43 
0,0045 
0,0033 
30 

l 38 
0,0034 
0,0115 
103 
99 
0.0106 


G 


rt Int 


0,0119 

LA 

0.0132 

0,0060 

Au 

43 
00051 
0.043 
A7 

34 | 
0.040 
0031 
30 
31 
0.031 


— 


„amn 
ES 


Amylase in Pflanzen. 











T Praparat | 3 | S k Sf 
i 57 = 
Kamen. wutz, 1 112,9! 0,078 3,39 
Irvekengew.12,0. 2 259, 86 | 
IK SS 72 
| 0,079 ` 
219 Taxen. Koty- 1l- Di 0,037 0,0595 
l«donen. 1.120. 2 10,1 30 | 
Iruckengew.255. 4 224; 36 
| oui ` 
o tel und Wurzel. ` | 3,7! 0,0105 0,114 
Alpe Trocken- 4 Dn 93 | 
sewicht 11,7. 23 40,3| 134, 
| | 0,0111 
E Heichen, 0.0830 e | 1 4,7) 0,026 1,00 
Troekengew. 16.9. 2 wi! 20 
4 18,5: 29 | 
, | 0,028 
Versuchsreihe 4. 
Phaseolus WURDE ge RA 
5 Frehen. 0.1146. 2 13, 3 0,040 0,795 
Iruekengew. 22,0. 4 239139 | 
d | | 0.040 ` 
2o Drun, 2 17.2 0,053 0,234 
Trockengew. 14,6. 4 u EC 
0,051 | 
` Wirel 02033 g. s 65 5,0 0.0062 0,0775 
Truekengew. 14,3. 22.0 68 | 
m 36,5; 65| 
|, 0,0065 | 


Versuchereihe A. 


Phaseolus vulgaris. a == 79,2. 

(et Teil d. Ntiels. bag 0,0250 0,481 
412 +. Troeken- ! 30,1 259 | 
wicht 0.43. | | X 0255 =. 

GË 

Nrerer Teil des z ‚14.5 0,0220 0,376 
Sich À 532 r, ‚29,2 2 250 | 
Trockenge W.D, Ss. l ' 0,0235 

Tas Teil des A 9,9 0,0145 0,210 
Avek, 0.4995 Au. H` 19,1 149 
Irucke gew., b, 15 ek | Ké 0147 | 

Waral 0112 g. eo — o 


Trucke new. 15,3. 


Sr 


0,957 


1.04 


Nr. Präparat 3 FE k 
z% o A 
Versuchsreihe 6. 
Phaseolus vulgaris. @ == 79.2. 
f e | ' 
122 Das basale Stück. 1 36,5 0,27 
02535. Trocken- 2 524 24 
gewicht. 28,0. 3 ‚60,8, 21 
| E? | 0,24 
| | 
123 Das mittlere Stück. 1 26,4 0,176 
0.2982. Trocken- 2 42.2 165 
gewicht 30,3. 3 56,2, 2 179 
l i | 0,173 | 
124 Das Fndstück. 1 209 0.133 
0,1832. Trocken-, 2 319 112 
gewicht 30,4. 3 43, 1 114 
| 170,120 
125 Das basale Stück. 1.25 32,8 0,186 
en 5 41.3 162 
; gewicht 24,2. 3 148,6 138 
H ea 0,162 
126 Das mittlere Stück. 1.25 31.0 0,172 
0.2710. Trecken- 2 375 139 
gewicht 31,8. 93 48,6: 138 
| 0 150 
127 Das Endstück. WI 24.6 0.162 
0.23850. Trocken- | 2 431 171 
gewicht 32,0. A 49,5 142 
0,158 ` 


Versuchsreihe 7. 
Populus tremula. @ ~- 19,2. 


128 27. VI. Trocken- ` 18 44.3 0,020 
gewicht 40.1. 43 650 17 

TV 74,7 18 

| | 0,018 
21 49.2 0,020 
20 64,4 28 


129 26. IN. Trecken- 


gewicht 43.0. 


| | ' 0,024 
130 10. X. Trocken- 43 25.9 0.0040 
gewicht 31.8. 69 32.5 33 

91 38,4 32 

0.0035 


Versuchsreihe A, 
Salix caprea. 


1.00 x Blätter. 


0,0195 


0,0279 


0,0055 


KINO 


131 19. IX. Blüten- 21 7.80.0021 
knospen. (ole 68 26.9, 24 


Troekengew. 66.0. a 92 — 


0.0024 
18* 














276 K. Sjöberg: 
E :: L E z g 
Nr. ! Präparat 3 Se k Sf Nr. Präparat E SÉ k Sf | 
fl 2 Z È = | 
132 6. X. Knospen, 20 240 0,020 0,0094 Versuchareihe 10. Ä 
Le, Trocken- 44 30,0! Betula alba. a = = 192. l 
| gewicht 45,2 92 30,5 =s b EEN 
| a 396 — 142 27. VL 2,00. 7| 85 0.0070 00 
0017 . Trockengzew. 43,9. 24 28.6 sl 
| H 49 36,5: 65 
133 19. IX. Blätter. 24 36,0 0,0109 0,0071 i -0,0072 
1,00 g. Trocken- 44 50,1 99 | 143 19. IX. 1,092. 21: 171 0,0050 0.05 
gewicht 71,8. 69 oän og ` Trockengew. 38,7. 45 28.37 43 
a 19,2 — | 69 37,9: 41 
0,0102 ` , 0,0045 
134 27. VI. 2,00 g. 7 12,4 0,0106 0,0063 Versuchsreihe 11. 
Trockengew. 49,8. 24 36.0 109 : Alnus glutinosa. 
e 144 23. I. Blumen. 23 603 0,027 oni 
Gg 5 | 2,00 g. Trocken-' 43 70.8 23: ` 
0,0102 gewicht 48,6. 70794 — 
799 BEN. 
Versuchsreihe 9. oe 192 > 
| _ | 0,025 
Corylus avellana. a = 79,2. | I 
135 12. V. Blumen. 20 ` 5.6 0,0016 0,0010 , Versuchsreihe 12. 
" Line. Trocken- 67,12,4 11: Fagus silvatica. a = 79,2. 
| gewicht 68,5. \ ‚0,0014 | 145. 12. V. Knospen. | 20 Se, 0,0016 Aus 
ae, Ge | OR 0,70) g. Trocken- 67 14,3 13 
136 12. V. Knospen. 20 5.6 0,0016 0,0027 . gewicht 39,4. oi 172 12 
0,690 g. Trocken- 67 ‚12.4 11 | p nr 0.0014 
gewicht 36,4. 91; 15,3. 10 | | en 
| ‚0,0012 | 146 27. VI. Blätter. 18 85 0,0027 Op 
| | 0,899 e. Trocken- 43 143 GA 
137.20. VI. Blätter. ` 211 7,5.0,0020 0,0022 gewicht 54,1. ‚0 230 H 
Lg, Trocken- 46 ER) UR | ‚ 0,0024 
gewicht 49,6. 72 20,1 18 | ` EM 
omg | Lu Ed IX. 050g. 21 11,1 0,0031 00% 
| Trockengew. 59.0. ‚46 17,1 233 
138 22. IX. Vue, "D 20.5,0,0057 0.0051 69 223 21 
:  Trockengew. 51.5. 46 35, SR | | , 0,0025 
| 95 48,4, re 148 10. X. 109g. 43 ER 0,0055 OMN 
\ | 0,0052 | Trockengewicht : 69 41.2 A6 
j | | | 505. EI 45,9 4l. 
139 14. X. 1,0. 20 14.8 0,0045 0,0025 | 10006 
Trockenzew. 72,0. 46 224 31 | p | . 
69 293 33 149 18. X. 1,00 g. 46 214 0,0030 0. 
men ` Trockengew. 48,3. 70 26,9 26 
E o 94 325 H 
140 3. XIL Blumen- 44 7.3 0,00095 0,00049 i ‚ 0.0027 ` 
Ee Zuiu 67 11,1) 97 y rsuchsreihe 13. 
Troekengew. 49,5. 0.00096 S e 
| | á Quercus robur. 4 = E 1 (ie Blätter. 
141 28.1. 2,09 x. 44 30.6 0,0048 0,0020 |150 27. VI. Trocken- ` A9 "114 0,0016 0.0 
Trockengew. 49.5. 96 38, A 20 ` gewicht 45,9. 70 163 14 
| ‚0.0039 00015 


Amylase in Pflanzen. 








| 
| 


È Präparat 


Stunden 
mg 
Maltose 
E 











s1 26. IX- Trocken- Sal 0,0081 | 0,0081 





gewicht 52,0. 46 44,9 79 | 
, Di 60,7 92 | 
| "Toma 
2 18. X. Trocken- 22. 6,6 0,0017 0,0015 
gewicht 53,0. A0 | 11,1; 14 


| | 0,0016 


Versuchsreihe 14. 
Ulmus scabra. a = zu 


3 8. V. Knospen. 5 | 15,3 0,0188 0,0577 
0,500 g. Trocken- |, 20 35,5! 129 
gewicht 24,6. 44 53, 2 110 

| | 0,0142 | | 


4:16. Y. 




















Blätter. | 19 44,3, 0,0133 0,0604 
0,350 g. Trocken- A3 57, 0128 
gewicht 28,4. 66.620 100| 
lo | | 0,0120 | 
5 29. V. 1,008. | 8 |22,9| 0,019 0,0227 
Trockengew. 30,8. | 23 413 l4 | 
48540 10 
10,014 
6 8. VI. 1,00g. 20 | 23,0 0,0074 0,0133 
Trockengew. 27,4. ‚46 45,4 80 
3591 64 
| | 0,0073 | 
7 22. IX. 1,008. |23 29,9 0,0089 0,0130 
Trockengew. 35,8. ‚46 50,9 9 
| i 4 0,0093 
5 27. IA. 10g |22 17,1; 0,0077 0,0056 
ee eh 38,8. | 44 | E 4 72 | 
oa o 
93 396 op 
| 0,0069 | 
9 30. IX. 1,008. 21 27,4 0,0088 0,0098 
Trockengew. 41,9. 46 449 7 
69 56,4 vc? 78 
11 0,0082 
014. X. 1,08. 2% 7,6 0,0022 0,0026 
Troekengew. 45,0. || 46 | 19,5. 27! 
„68 214| 20) 
| | 0.0023 | 
Versuchsreihe 15. 
Sorbus suecica. @ = Ce Se Blätter. 
1 22. V. Trocken- 19 13,3) 0,0042 0,0076 
gewicht 24,9. 36 | 
911423 36 
0,0038 


























IE z g | 

Nr. | Präparat SIRäI a sf 

i | h | L | A | 

162 29. V. Trocken- |23 |17,2| 0,0046 | 0,0072 

gewicht 304. |48 1322| 47 

i! 72 137,5 39 

0,0044 

163, 22. IX. Trocken- 16, 4 0,0044 | 0,0043 

gewicht 46,8. 3 28 3 

| Se ka 34 

| | | | 0,0040 | 
Versuchsreihe 16. 
Sorbus DESCH a = 132. 

164 12. V. 1,00g. 2037,4 0,014 0,0246 
| Trockengew. 26,4. |42 54.1 12 | 
‚67,690 13 | 
| 71008 

165 27. VI. 2,008. 7 8,5 0,0070 0,0037 

Trockengew. 46,0.. 24 24,9 ON 

4936,5) 65. 

| | 0,0068 | 
| | 

166 8. IX. 1,00 8. ‚22 29,9 0,0094 | 0,0071 
' Trockengew. 53,5. 46 ‚40, 5| 68 
| 74 | 58,1 78 
| 95 598 o 

| ‚0,0076 | 


Versuchsreihe 17. 
Prunus padus. a == 79,2. 


167 11. V. Blumen. ` | 20 37,4: 0,0139 , 0,0357 





0,700 g. Trocken- 45 52,2) 104 
| gewicht 222. 70 61,01 Dt 
| 0,0111 
| 
168 Blätter. 0,400 g. en 5,6 INT een 
Trockengew. 23,8. 45 9,5 
| 1911143) ` o 
| | 0,0013 
169 0,350 g. Trocken- 20 5,6, 0,0016 ‚0,0064 
gewicht 28,8. 45 105 14 | 
| 91133 mi 
I | Lem 
170 16. V. Blätter. |19 |12,4| 0,0039 | 0,0077 
| 1,002. Trocken- 43 23,9 36 | 
| gewicht 23,9. ‚66, 33,5 EAR 
| 0,0037 | 
171.29. V. 1,008. 23| 7,5 0,0019 0,0025 
Trockengew. 36,0. |48 13,3 17 | 
| 0,0018 | 





K. Sjöberg: 


z > = ? 
Nr. Praparaut E e ZS k Sr Nr. Praparat ® Se 
D Z L Z 
Versuchsreihe 18. 183 25. IV.21. Knospen. 24 21.1 
Acer platanoides. a 19.2. L00 g, OYOD e, Trocken- Al 30.4 
z R | | gewicht 24.1. a 39,6 
172 22. V. Blüten. 43 0 — d i 
o Troekengew. 17.3. 
- | i Sch 184 25. IV. 21. Blätter. 24 17,9 
173 Blätter. [rocken- 19 6.5 0.0019 0,0034 (Liv) ve. Trocken- 51 28.0 
gewicht 25.0 43 12.4 17 gewicht 24.8. a 396 
91 220 15 
0,017 | u | 
| 185 19. IV. 21. Blüten- 20 37.5 
174 8. VL Trocken- 20 8.5 0.0025 0,0038 knospen. Luise 22 41.6 
scewicht 27.8. 46 15.3 20 Trockenzew. 19.2. 43 52.0 
93 24,9. 18 
6,0021 ` 2 
l MA l 186 7. IX. 21. Blätter. 21 5.2 
175 14. IX. Trocken- 19 8.6 0.0026 0.0019 Im, Trocken- 44 9.4 
gewicht 54.0. 42 12.8 18 rewicht 36,8. 68 17,1 
67 18,8 18 
0,0021 187 27. IX. 21. 100g. 22 70 
an ler cpu E TR ; Q’ 
l ersuchareihe T9. Froekengew., 30,0. 44 9,3 
\esenlus hippocastanum. @ == 19.21) 69 13.6 
Aeseulus hippocast: : | AE a 528 
176 12. IV.21. Knospen. 21 4.7 0,0012 0,0185 
iii Trocken- > 71.9 D , | 
en no 188 30. IN. 21. (me, 68 8.7 
Ru 0.0011 Troekengew. 38,6. 150 16.0 
177 19.1V. 21. Knospen. 20 15.5 0,0108 0,0140 a 396 
0.7659. Trocken- 43 25.0, 101 
vewicht 24.5. a 39,6 — Su, l 
0.01057. 189 27. IX. 21. Knospen. 22 R7 
1.0. Trocken- 44 12.0 
178 12. 1V. 21. Knospen. 24 7.9 0.0019 0,0202 I gewicht 444. a 52.8 
0.1830. Trocken- 40 10,0) 18 . | l 
gewicht 23,5. 0.0019 D i | 
de | 190 30. IX. 21. Knospen, 69 7.8 
179 25. IV. 21. Knospen. 24 15.5 0.0090 . 0,0203 0.700 Gs Trocken- 150 16.0 
(Zut g. Trocken- 51 25.0, HA, gewicht 67.0. a 39.6 
gewiecht 21.7. a 39.6 — 
0,0088 191 11. V. 22. Knospen. 20 16,2 
A z 8 e Sch Ti ir Terekaon- 5 267 
180 12. IV. 21. Blätter. 21 17.1 0.0050 0,0236 p E me 
04505. Troeken- An 33.0 52 ı gewicht Au), 
gewicht 24,0, | 192 22. V. 22. Blätter. 19 8,5 
| og í 
. SE ; EEN Litt, Trocken- 43 21,0 
IS] 12. I\ . 21: Knospen- 21 3.9 0.00102 0.0069 rewicht Kou ST 91 36 5 
hille. OB70OD v. 45 79 102: = Ce i 
Truckenzew. 20.0, 0.00102 
- EN d 193 29. V. 22. 1,00e. A8 13.3 
182 19. IV. 21. Blätter. 20 19.5 0.0147 0.0158 GK DEER | 72 181 
1.000. Trocken: 43 30.5149 u 
rewicht 23.5. a 396 — 
00148 194 8. VI. 22. 1.00g. 46 10.5 
Trockenzew. 26.2. 93 24.9 


I) Wo nicht anderes angegeben ist. 


k 


0.0138 0.55 


124 


0,0131 


0,0105 0. 
105 


0.0105 


0.0139 0. 
147 
108 

0.0131. 

0,00143 0. 

125 
155 
0.00141 


0,0028 u. 
19 
19 


10.0022 


0.00156 0. m 


150 


— 


0.00153 


0,0035 0." 


25 


0.0030 


| 
0.00138 0. o 


150 


— 


‚0.0014 


0,0050 U. 


40 
0.0045 


0,0026 u. 


3l 


29 
0,0029 


0.0017 d 


16 
0,017 


0.013 0. 


u 18 
0,016 


n 


RM 


Amylase in Pflanzen. 


27 




















ERR) | 
$ Präparat E | € | k | Sf 
pi a = | E | u i | SE 
bi VI. 2. Tas 95 0,0011 0,0011 
Um 10b vorm. |73 1143 12 | 
` 200g. Trocken- 100 19,1 12 
gewicht 28,4. | 0,0012. 
Um % nachm. 44, 8,5|0.0011 0.0015 
1.50g. Trocken- 69 | 17,2 15 
gewicht 29,6. 100 21 0 — Ze 
| 0,0013 
Um bb nachm. ‚40 | 9,5 0,0014 | 0,0016 
1.50g. Trocken- 65 14,3 14 | 
gewicht 29,0. I| 85 | 19,1 EA 
N | 10,0014 
8. VI. 22. Blüten. 46 12,4 0,0016 | 0,0048 
100g. Trocken- | 93 249 18 | 
| gewicht 17,6. 0,0017 | 





i 


Versuchsreihe 20. 


Tilia europæa. a — 79,2. 1,00g Blätter. 
CL Trocken- 18 22,0 0.0078 0,0097 

gewicht 36,2. 43 38,5 67 

| 170 51,0) 64 

i  / 0,0070 

26. IX. Trocken- 21 42,2 0,016 | 0,0232 
gewicht 38,4. 14616951 20 | 

| | ous 


Versuchsreihe 21. 


Fraxinus excelsior. 










7. IV. Blumen- |20, 8,5 0,00245 0,0066 
knospen. 1,008. 144|16,4 228 
Trockengew. 17,9. | 17921 = 

| 0,00237 

17. IV. Knospen. 22 30,5 0,029 0,0261 
0,4037 g. Trocken- E 32.0 26 
gewicht 66,5. |a 39,6 -— 

I | 0,028 

14. VI. Blätter. 48 24,9 0,0034 0,0031 
200g. Trocken- | 27 32,5 32 
gewicht 25,0. "20 414 27 

lalag = 
‚0,0031 
EL 1,00g |21 | 17,1 0,0117 0.0079 
Trockengew. 35.2. | 51 280 0.0105 
= OOI 

18. IX. 1.008. 44 7,30.00095 0,0012 
Troekengew. 41,5. | éi | 11,1 97 

| a |792 — 


0.00096 


Nr. Präparat 
206 15. IX. 1,00g. 


Trockengew. 43,5. 


207 26. IX. 1,008. 


=) R SS H! Stunden 


mg 
| Maltose 
ae 


6 0,0016 0,0016 
1 


sec) 


0.0014 
21, 5 0,0154 | 0,0072 





~] ke 
SD a 
Li e c 














Trockengew. 51,0. ES 241 146 
| 146 304) 138 
| a = 
| 0,0146 
208 30. IX. 1,508. 25 36,3. 0,0106 | 0,0086 
Trockengew. 39,5. 40 47,0 98 
| a792) — 
| 0,0102 
| ve 
209 5. X. 1,508. 24 16,7 0,0043 | 0,0036 
|  Troekengew. 41,4. 48 32,2 47 
a 792 — 
| 0,0045 
210 10. X. 1,00. {8 76 0,0115 | 0,0050 
Trockengew. 50,3. 24 16,4 97 
4825,2 9 
a 396 — 
0,0101 
21117. X. 1,008. 24 6,8 0,0034 0,0018 
Trockengew. 45,4. 44 11,1 32 
a 39,6 
| 0,0033 
212/21. X. Le ‚72 17,1 0,0034 0,0024 
Trockenrew. 35,4. 96 21,0 34 
a 396  — 
0.0034 
213.25..X. 1,008. 24 | 10,7 0,0057 0,0033 
Trockengew. 39,2. |31 | 11,8 50 
46 | 16,0 49 
a 396 — 
0.0052 
Versuchsreihe 22. 
Picea abies I. a — 39,6. 1,00 œ Nadeln 1). 
214 31. X. 20. 24 18,7 0.012 0,0064 
Trockengew. 43,0. 52 26,7 9 
Si e 13 
0.011 
21517: XI. 20 14.2: 0,0096 . 0,0053 
Trockenzew. 43,0. 25 16.9 97 | 
44 22.4 82 | 
0,0092 


1) Wo nieht 


anderes angegeben ist. 


380 K. Sjöberg: 

















= 5: Isle 
Präparat E Se i k Sf Nr. i Präparat 3 == k 
216.16. XI. | 23 12,4. 0,0071 | 0,0036 226 14. U. 19 15.9 0,0117 


31 1331 Di 
43 16,9, 57 


Trockengew. 44,1. 43 19,6 69 
66 26,2 H 


| Trockengew. 42,6. 
91 31,0 73 














| : 0,0062 
917.28. XI SÉ AT? 0,0061 |oo- Ger 
. “il. vo D Di 3 í 
j Trockengew. 46,3. 20 15.1 104 | 227 en k 33.0 Si SE SE 
op 205. 126 | röckengew. 53,0. 47 23, 53 
44 242 03 | , 61 26.2 ti 
Irene e y 95 30,9 on 
i | ı 0,0113 | 0.0050 
218'29. XI. 23 15,1) 0,0091 < 0,0055 |227 21.IT. 6Uhrnachm. 16 8,6. 0,0066 ON 
| Trockengew. 39,1. 47 23,2, 8 a Trockengew. 45,5. 24 13,1 13 
| 53: 241] 77 | 39 20,9 71 
l 71313, 96 63 23,5 62 
| 0,0086 | 87 27,2 58 
| | | = 0,0066 
919: 4 ' ’ 
219.0. MIE DE a u E 23 12,4 0,0071 ou 
'  Trockengew. 42,7.. 29. 14,3: 67 Trock ser ee 
| Ä rockengew. 43,6. 47 18,3 59 
l < SÉ 86 | 7 27 A 
SEH | 95 27,5 a 
i E i 0,0058 
220 16. XII. 1500g. 7 5,4 0,0044 0,0033 229 8. II. 23 133 0,0077 0,08 
Trockengew. 43,0. 31 18, D 38 ij  Trockengew. 47,0. 53 24,1 TT 
47 314) 47 | 0.0077 
Ä | 0,0043 230 15. IM. "21 14,9 0,0097 Oi 





| e ` Trockengew. 44.9. 45 24.2 gl 
23 143 0,0085 ' 0,0054 | 70 325 107 


221 3.1. 21. , 
3l 15,2 68 ` i 


| Trockengew. 37,8. 























t 90 8 0,0098 
| ; 0,0081 | 231 21. I. 23 17.5 0,0110 OJ 
| '  Trockengew. 42,8. 47 25,8 95 
222 12. 1. 22 | 0,0072 0,0047 | Eu 0.0104 
C ‘ 1: | i ar, 
I 110 deg 232 1. IV. 22 10,7 0,0062 0.00 
| ëch SS  Trockengew.50,1. 49 149 42 
ii 0.0075 | 70 20,7 46 
l WE i | 0,0050 
223'20.1. 24 18,7, 0,0115 0,0064 [233 11. IV. 21 7,1. 0,0041 om 
© Trockengew. 42,0. 29 20,6, 110: 1  Trockengew. 46,1. 45 15,5: 48 
‚42.244 Im | (ous 
l 100108 | 234 26. I\ 23 15,5 0,0094 o 
224 26. I. 20 13,1 0,0087 0,0085 | | Trockengew. 55,7. 39 20,3 ` gu 
Trockengew. 45,6. 44 16.8, 55 | 0,0087 
d GER u 235 19. IX. 47 16.2 0,0049 oo 
| . 0,0064 i Trockengew. 40,5. 71 19,6 42 
225 7. II. 2414,0 0,0079 0,0048 | ; | 0,0046 
"`  Troeckengew. 42,1. 47 22,5, 78 236 6. X. 21 87 0,0051 Ou 
r 71 281: 76 '  Trockengew. 43,1. 45 18,0 58 
| 95 329 89. 93 26,5 52 
| 00081 0,0054 


Amylase in Pflanzen. 












































al e 
Präparat | E E k Sf 

Een | a gege 

mx 22 13,9 0,0085 | 0,0031 
Trockengew. 59,0. 46 19, D 64 
711242 58 
941325) 79 
0,0072 

26. IV. Knospen. 23) 3,9| 0,0020 | 0,0016 
0.850 e. Trocken- 44 a 63 17 
gewicht 34,9. | KR 0,0019 

239 8. IX. | 22) 6,1 | 0,0033 | 0,0037 
Jahressprößlinge. ||46 | 8,7 23 
Trockengew. 38,6. |75 | 14,5 26 
| 0,0027 

40 19. IX. '23| 5,2 0,0027 | 0,0020 
Trockengew. 40,5. | 47|11 D 33 
71/180 37 
0,0032 

4l 6. X. 0,0020 
Trockengew. 39, j nm 16, 3 25 











Versuchsreihe 23. 
Ficea abies I. a = 89,6 1). 1,00g Nadeln }). 














32 1. IX. 21. 20 | 5,2 0,00148 0,0018 
Trockengew. 43,5. | 45 11,9 158| 
|91 22,3 158. 
| a 792 ID: 
|| | De 
2314. IX. ‚42 20,5 0,0075 0,0038 
Trockengew. 42,6. | 67 249° 64 
115 299 aa 
| 0,0064 
24 10. X. 120: 8,7' 00084 0,0042 
Trockengew. 45,1. $- E 11,1: 3 
|32 as 34 | 
0,0038 ` 
%45 18. X. 21. 7,1 0,0041 0,0024 
Trockengew. 43,5. Ap 13,9 4l | 
000 
469. X. 2,008. |20 26.0 0.0086 | 0,0048 
ee 44,4. 43 47,7 93 
167 545 76 
1161794 — 
|a 79,2, Fr 
0.0085 


Teen 
') Wo nieht anderes angegeben. 






































(ei e 
geil Prüparat 15 >= k Sf 
BEN ZEE BEE 2 
247 22. XI. 20 18,5 0,0057 | 0,0060 
Trockengew. 43,3. | 44 ‚31,5 50 ` 
d 167 421 49 
| e 792 — | 
| | 0,0052 | 
248 5. XII. |27 11,1 0,0024 Ks 
Trockengew. 53,3. || 44 | 15,7 | 22 
| ‚50 16,7 20 
| 7024 19 
| a 79,2 — 
| | | 0,0021 
249' 11. I. 22. 20 9,2 0,0026 0,0022 
| Trockengew. 44,5. 44 11,1 15 
|73|19,5) 17 | 
| ia 792 — | 
| | (0,0019 
250 28. I. ‚44 10,1 0,00133 0,0015 
' Trockengew. 44,3. 69. 16,7 149 
eg 23,3 127 
(II — | 
| I | 0,00136 
251 13. II. 2,00g. |45 25,1 0,0037 0,0019 
| Trockengew. SE 70 33,5 34 
| 33 | 
| 0,0035 | 
252:24. V. | 22 10,7 0,0062 0,0028 
\  Trockengew. 54,5. i| &1 | 17,2| 60 
| | 0,0061 | 
253 20. VI. 2,0g. 21 12,4 0,0035 0,0020 
Trockengew. 43,0. 46 23.0 32 | 
| a 79,2 Se 
| | 0,0034 
254 24. V. Knospen. 113 0 — 0 
| 0,600 g. Trocken- | | 
| gewicht 30,4. | 
255 1. IX. 21. ‚20 5,2 0,00148 0,0019 


Jahressprößlinge. A8 (11,1 144 
|  Trockengew. 40,5. 91 22.3. 158 
| a 79,2) — 
| 0,00150 
256 14. IX. 19, 8,6 0,0056 0,0025 
|  Trockengew. 42,0. 42 | H? 34 | 
| Di 171 rt 
| 0,0042 
257.6. VI. 22. 4.0 -- 0 
| Trockengew. 18,5. | | 
258 20. VI. 2,008. 46 0 — d 


Trockengew. 26,9. 


252 K. Sjöberg: 





Nr. Präparat E z5 k Sf Nr Präparat = E i k Sr 
7. = e CM 
Versuchsreihe 24. 270 12.1. 20 25.4 0,022 0.0121 
Picea abies III. Trockengew. 43.5. 27 28.1 20 
ee Yun 5 x pes | 0.021 
259 Altere Zweige. 23 10.5 0.0027 0,0027 | 
1.00. Trocken- 46 23.0 32 - ai 20. L. 19 30.9 0.035 0015 
gewicht 95.9. a 792 — Trockengew.44.4. 26 31,9 27 
0.0030 | 0.031 
260 Jahresspröblinie. An 0 _- 0 ` l | N 
1.00. Trocken- | 212.26. E 19 455 0,0195 0.0212 
rewicht 19.4. Trockenrew. 43.0. 25 52.1 186 
R 43 636 167 
Versuchsreihe 23. a 792 — 
Pinus silvestris Log: 3967. 100 Nadeln. | 0.0183 
f . | i 
261 31. NX. 20. SA 125 0.033 0,0095 1273 1. IL. 24 48.2 0.0170 002 
Troekengew. 70,7. 20 259 23 Troekengew. 43,7. 47 696 Ion ` 
25 29.5 24 a 792 — 
0,021 0,0183 
22 7 xX np 106 0023 ` al _,. _ EE Gs 
Se Ee, SEN A 23 36,7 0.0117 00 
Vroekenwrew. 49.0. 22 23,2 18 E Kelt Gees Ba, 
S =. Froekengew. 46,2. 47. 51,1 96 
27 241 16 ee f 
ari S 62 57.0 89 
50 32,2 15 
` 94 685 92 
0.018 ` Ä a 792.0 — 
263 16. NL 21 18,7 0.0132 0.0058] ` l 0.0099 
Troekengew. 46.3. 29 19.6 102 ME Ä 
45 211 9 275 14. N: 20 54.1 0,0132 out) 
0.010% FTroekengew. 52,1. 29 62,6 112 
Br F L 
264 23. NI 6 16.0 0,037 0.0179 Et 
o ee Den" ` e | 67: 90,1 92 
[rockensew. 44.6. 22 29.5 27 EE Ä 
0.032 e I 
e E e ©, - 0,0119 
265 29. XI. 0500 p. 21 18.7 0.0132 0,0133 — 
Trockenrew. 40,9. 45 25.9 102 276 21. II. 24 46.4 0,0159 0.0152 
51 27.6 102 Trockenrew. 46,8. 32 53.0 150 
69 31.3 dE ‚47: 60,7 134 
| 0.0109 | 71 685, 122 
266 2, NIT. 22 21.5 0.0154 0.0081 won, 
Trockenzew. 44.9. 28 24.1 146 a e eeng 
46 30.4138 0,0142 
0.0146 277 1. H: 23. 36,7 0,0145 0.0115 
267 6. NII 20 21.5 0.0170 0,0088 o Troekengew. 46.0.47 DL) 6 
Trocekengew. 47.1. 26 24.3 159 62. 57,0 Rn 
0.0165 94 685 92 
e, A8 ep eg | a 792 — 
268 16. NII 29 26.0 0,016 0,0086 | | nz 
Troekengew. 46.5. 50 32.2 15 | | 0,0106 
0.016 278 8. Il. "29 45,4 0,0168 0.0142 
269 3.7.21. 23 25.1 0.019 0,0112 Trockenzew. 45,1. 46 55,5 114 
Troekengew. 44.6. 27 28.1 0.020 Ä 70 66,6 114 
0.020 ‚94 727 115 
"a 792 — 


ji 


I) Wo meht anderes angegeben ist. i 0.0128 


Amylase in Pflanzen. 





“ 


: | Präparat 























| 

D II. 2,00 g. 20 015 0,033 

| Trockengew. 47,0. 29 684 30 
a |79,2) — 


0,032. 


21. | 8 135,0. 0,0206 
E) 43,5 150 
32 1461 118 
47538 105 
792 — 


f 
| 








30 
| = E 45,7. 





| | 0,0128 

$8] 1. IV. 22 37,5| 0,0126 
~ | Trockengew. 48,0. f] | 53, 5 
(9 70 63,3 
| 95 gll 8 

| |79 2 


0,0102 
21 b 0 0,0125 


44 |55,2 118 
a 79.2 





a 
u 


| 


li 


283 26. IV. 
` Trockengew. 48,0. [2 43 


Trockengew. 48,3. 


| 
| 
t Iy: | 
| 
| 
| 





23 38,5| 0,0126 | 
56.0 124 
92 — 


| | en 
| 0,0125 
i ele: 
KI 
| 


IX | 0,0118 
Trockengew. 49,0. | 47 | 49,2 


| I 

l | 
|| 

1 

| 


KN | 





89 


0,0099 


0,0047 
37 

27 
0,0037 
0,0056 
50 

41 


Trockengew. 50,1. 
| | 


2b, X. 
Trockengew. 45,6. 











| 
287 7. XI. || 20 | 24,2, 
‚ Trockengew. 45,5. | 


0,0079 
65 
58 
55 


| 


| 116 61,2 


216 794 
| a 792 


0,0049 


dE 


ol 


0,0140 
0,0106 


0,0126 


| 0,0122 | 


0,0130 


0,0101 


90 | 


| 0,0037 


0,0055 


0,0073 
































| g | ES | 
[x Präparat | E a | k Sf 
AK: E ES EE OE 
288 21. XI. EY 25,1 0,0083 | 0,0073 
FEOCEODERN, 48,3. || 44 40. 2 70 | 
| | 68 51,5 67 | 
| 9 555 58 | 
79.2 | 
| | ‚0,0070 | 
289 23. I. 22. ‚23 |37,3 0,0120 | 0,0102 
|  Troekengew. 48,0. 43 52,5 98 
‚70 60,3 89 
‘94 66,8 86 
| a 79,2 SE 
| T 0,0098 
290 21. II. 21. Knospen. |20 9,3 0,00270 0,0023 
Trockengew. 56,8. 43 17,8 258 
| 67 26,2 260 
| a ‚79,2 ee 
| LA 0,00263 
291/11. IV. C,800g. 2 8,5 0,0050 0.0023 
|  Troekengew. 61,7. 44 13,2 40 
| | 0,0045 ` 
292 26. IV. 0,2708. 23 3,9 0,00096 0,0019 
Trockengew. 83,6. 43 5,5 72) 
a 79, — | 
293121. XL. 0428. 192| 0| — 0 
Trockengew. 65,0. | 


Ve an 26. 


Pinus silvestris II. 


294 11. XI. 20. 


Trockengew. 


295 25. XI. 


Trockengew. 


296,3. XII. 


Trockenrew. 


297113. XII. 


Trocekengew. 


20. XII. 
Trockengew. 


298 


39,6 1). 

6 12,5 0,028 

‚222359 21 

127 132,11 27 

0,025 

18 15,1 0,0116 | 0,0066 
41,8. |24|17,8 108 | 
148,259 110 | 


| 0,0110 ` 
0,0134 0,0079 

156 | 

0,0145 

|22 26,8 0,022 
39,8. | 28 31,4 24 
0,023 
6 12,5 0,028 
38,2. | 22 268 22 
3 305 21 
0,024 


1,00 g Nadeln 2; 
0,0137 





45,5. 





18 16,9 
45,6. |23 |22,3 


0,0145 


0,0157 





1) Wo nicht anderes angegeben ist. 


K. Sjöberg: 




















284 
Nr. Präparat = SC | k sf 
una u NUR: 
299 12: T. 21. 20 22,5 D 0182 0,0099 
` Trockengew. 43.5. 27 24.4 154 
d 45 36.7 — 
| | 0,0168 
300 24.1. 22 28.1 0,0244 0,0134 
Trockengew. 45,7. 29 319 245 
46 40,5 — 
0,0245 
301 2.1. 20 33.8 0,0121 0,0139 
Trockengew. 41,9. 44 56.0. 121 
08 645 108 
| a 79,2: — 
i 0017. 
302 9. II. 23 37,0 0,0118 0,0124 
|  Trockengew. 40,7. 44 49,1 95 | 
i 70 60,3 89. 
a 19,2 — m 
i, | | 0,0101 | 
303 11. II. l 20 33.8 0,0121 0,0119 
Truckengew. 46,1. 45 50,1 96 | 
l | 68 65.6 112 
` | a 79,2 ee 
| | 00110. 
304 23. 11. ou 39.6 0,0143 0,0131 
Trockengew.46,9. 45 541: 110 
69 66.5. 115 
' a 79.2! = i 
| 0,0123 | 
305 2. IM. 21 39.4 0.0147 0,0160 
| Truckengew. 45.5. 45 55.5 116 . 
i 69 74.3 175. 
| a — | 
| 0,0146 | 
306 24. V. 22. 23 15.5 0.0094 0,0043 
| Trockengew. 54,0. 41 23,9 CEA 
| | 0.0093 
307 24. V. 113 0 — 0 


, ie Knospen. | | 
i Trockengew. 41,3. | 


Versuchsreihe 27. 
Pinus silvestris IHI. a —= 7921). 


308 


7. I. 21. 21 25.8 0,0081 0,0089 
Lo Trockengew. 40,9. 44 39.4 69 
69 555 76 
94 598 65 
| 0,0073 | 


1) Wo nieht anderes angegeben ist. 


1,00 ¢ Nadeln In. 























Nr. | Präparat ` | = © k sf 
309 14. III. 20 14,1 0,0042 Ost 
Trockengew. 41,4. 44 24.2) 3 

08 33,4 35 
92 38,5 32 
0,0036 
310 31. II. 20 22.5 0,0073 A; 
Trockengew. 45,0. 43 35,9 59 
70 46,1) Ai 
91 51,2 5 
0,0059 
311 6. IV. EA In 1 0,0117 Qor 
Trockengew. 45,0. 49 73 105 
69 300 151 
a 396 — 
| ‚0.0134 
312 25. IV. 20 12,4 0,0037 0. 
.  Troekengew.53,5. 47 24,9 A0 
f 0,0036 
313 1. IX. 20 7,0 0,0042 001 
Trockengew. 48,6. 45 11.1 32 
71180 37 
a 396 — 
| | 0,0037 ; 
314: 14. IX. 19! 6,1 0,0018 ` 0.015 
| Trockengew. 46,6. Sg 94 13 
f 22,3 2a 
| u 0,0017 
315 10. X. 20 8,7 0,0025 00l 
Trockengew. 45,4. 44 10,1 13 
69 185: 17 
' 92 20,5!) 14 
i | 0,0017 
316 18. X. 22| 3,7.0,0019 ui) 
Trockengew.44,5. 46 9,2 25 
‚70 12,9 25: 
i a 39,6 en 
| | 0,0023 
317 5. X. 19! 5,7 0,00168 0.0015 
Trockengew. 51,6. 44 11, l 148 
i, -67.16,5: Sl 
| | 0,00156 
318 AE? 20 10,1 0,0295 0.0: 
0 Trockengew. 44,5. 44 18,5 262 
73 2008 2% 
l KE 
319 28. I. ‚44 13,9 0,0019 Out 
' Troekengew. 45,0.. 96 31,6 23 
144 35,5; 18 
0,0020 
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oo NNT en rT 
4 | = w 2 = w © 
F Präparat E | 35 Präparat | g S k Sr 
| = EAR 
| > Wë k $ BE i as d SS WS 
13. I. 2.008. ` "4214 0,0030 | 0,0018 331|4h nachm. 0,6045 g. 0,5 7,9, 0,090 | 0,57 
` Trockengew. 45,6. | 70 33,5 34 Trockengew. 13,4. 2,5 33,6 95 | 
| 93 41,1 34 | 25 40,8 DW 
| | | 0,0033 | | 0,092 | 
EI 6. VI. 21 8,5 0,0023 | 0,0027 332 10h vorm. 0,3180 g. ‚0 17,8, 0,22 3,14 
| Trockengew.48,5.|44 210) 30 Trockengew. 10,0. | 1353| 26 | 
2 ” 258) 26 | 2 42,4 4 
| 4 61,1 l 
0,0026 dl e 
| S | | 1: 10% 
322 20, VI ‚21 7,510,0020 | 0,0022 |333 A nachm. 0,3718. 0,5| 9,2, 0,106 | 1,28 
| Trockengew. 40 ô. | 46 | 12 4 16 T k 0 A EI 32 9 93 
72 Es 1 18 rockengew. 10,0. |2,5 32, | 
| ZS | 13,51392) 85 
| 0,0018 0.09 
323 25. IV. 21. Knospen. 47 3,9 0,00096 | 0,0015 |334| 10h vorm. 0,6564 g. 10,5 12,4, 0,148 | 1,07 
| 0,539 g. Trocken- || 70 | Së 93 | Trockengew. 9,45. 1 21,8 140 
gewicht 30,6. a 39,6 Be | | 2 [32,0 112 
| | 0,00095 | | 0,133 | 
46. VI. 22. Au 0| — 0 [335 2b nachm. 0,7810g. 0,5 15,5. 0,188 1,33 
Jahressprößlinge. | | | Trockengew. 7,40. | 1 125,7 170 | 
Trockengew. 27,8. | 2 30,5 105 
20. VI. so — 0 LA NS | 
| Trockengew.30,0.\ ` 336 10b vorm. 0,5963 g. 0,5 13,2 0,158 | 1,18 
| Troekengew. 9,55. | 120,3) 129 
Versuchsreihe 28. | | 2 1329| 116 | 
i Pinus silvestris IV. a = 79.2. | | 0.134 
326 Ältere Zweige. | 23 | 14 se 0,0026 |337 4b nachm. 0,5955 e. '0,5| 9,3) 0,108 | 1,21 
` | Le Trocken-|46|172| 23 | Trockengew. 7,46. 1 17,1, 105 
gewicht 51,5. 9527,79 2,5130 112 | 
‚0,0027 | 0,108 | 
Blumen. 1,00g. E) 8,5 0,0021 | 0,0021 383 9h 45’ vorm. ‚0,5 17,2, 0,210 | 1,66 
Trockengew. 35,3. Ap 10,5 13 0,5297 g. Trocken- 1,5 34,5| 165 | 
95 18,2 12 | gewicht 10,7. 2 400° 153 | 
| ‚0,0015 | 0,176 | 
Versuchsreihe 29. 339 2h nachm. 0,5236 g. | 5/17,9 0,22 | 1,85 
Phaseolus vulgaris. a — 79,2. Trockengew. 9,25. ` 15 33,6 16 | 
i | | | | 2 400 15 
gh 3% vorm. 1,5 ı 1,97 018 
0,2775g.Trocken- 3 |316| 74 ` 
gewicht 7,50. 5 49 73 | Versuchsreihe 30. 
| 0,082 ` Phaseolus vulgaris. a = 79,2. 
[2h 30 nachm. [0,5 13,2/0,159 3,06 [340 10% vorm. 0,5951 g. 0,5 10,8 0,128 | 0,94 
] 0,3440 g. Trocken- 1 258 172 |  Troekengew.9,89. 1 116,4, 101 
gewicht 7,59. 2 385 144 | | ‚2 329| 117 
| 0,158 | 4 45,5 33 
'330 | 10% vorm. (0,5105g. 0,5 10,10,117 1,14 | | 0,110 
| Trockengew. 8,69. 1 | 16,4 101 3414" nachm. 0,7577 g. 05 10,1) 0,117 | 0,78 
2 28.8 98 Trockengew. 9,16. 2,5 | 36,7 108 
| | 4 43,2), 86 ` | 35440 100 | 
I 0,101 ` | | | 0,108 ` 
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Nr. || Pruparat Z PES k Sf 

ia ZS 

243 18 45° vorm. 1.5 19.5 0,081 0,76 

` 05628g. Trocken- 2 24,8; 82 | 
gewicht 9, 64. | 0.082 | 
| | ’ i 
343 2h nachm. 0,58338g. 1.5. 18,7' 0,078 0,81 
Trockengew. 8,59. 2 21,8 70 i 
0,074 ` 
Versuchsreihe 31. 
Phaseolus vulgaris. a --: 79,2. 
344 9h 30” vorm. .0.5 108 0,128 Län 
03143 ge. Trocken- 1 203: 130. 
: gewicht 10,2. 2,5 38,5 Ip: 
í | | , Di 125 
345 2b 30° nachın. 0,5 12.4 0.148 . 1,96 
; (Air Trocken- 1 234 152. 
| gewicht 7,79. | 2 34,5: 124 | 
| 0,141 | 
346 9h 30° vorm. 05 171 021 :2,75 
- | 083180. Trocken- 1 26,5. 18 
" gewicht 10.3. 2 40,0. 15 
i . 0,18 
347 Nach 24 Stunden. 0,5 17.9, 0,22 2,52 
0,3951. Trocken- 1 281 19 
| gewicht 9.15. 2 37,5 14 
0,18 
Versuchsreihe 32. 
Phaseolus multitlorus a. — 79,2. 

348 10 3% vorm. 1.215 0,137 0,81 
074007. Trocken- 2 325 115; 
gewicht 10,0. 3 414 107 

Ä | 0,120 

349 4h nachm. 0.7934. 0.5 "0 0,080 0.59 

Trockengew. 9.46. 2 29,1 EE 
3 361 gu. 
po 0,089 ` 

350 10b vorm. 1531. 1 249 0,16 0,54 

| Troekengew. Hin, 2 Dh 12 
| EN 
351 4h nachu. 1,049. 05 78 0,C90 0,49 
Co Trockenzew. 8,66. 2.5 29.1 I. 
| 3,0 38,7 D 
S | 0,089 

352 1b nachm. 1121er 1 128 0,077 0,48 

Trockengew. 7,50. 2 25.7 85 
36.1 NN 


| 
i 3 En 
E 0.083 





4 e | 
Nr.: Präparat u: | E k 
I Z 
353 Ob 30 vorm. 1 120 0071 
0,4190 g. Trocken-, 2 18,5 58 
| gewicht 8,88. 3,288 65 
| 0: 0,065 
354 2b nachın. 0,5410g. 1 14,8 0,0% 
`  Trockengew.9,55.| 2 24,2: 79 
l 3 Ma "8 
Ä | 0,082 
355 6h 30" nachm. 05 66 0,074 
"0,6630g.Trocken- 1 14.8 90 
gewicht 9,20. 1,5 22,3 96 
S i ! 0,087 
Versuchsreihe 33. 
Phaseolus See e 2 
356 10h 30 vorm. i 1l 19,6 0,123 
(Dip, Weg 2,317 111 
ge wicht 10 AL A 412 10 
. 2. 0114 
357 Ab nachm. 0.6678 g. 05 11,1 (0,130 
Trockengew. 9.46. 2 31,7 111 
i 3 396, 100 ` 
TE 0,114 
358 10h vorm. 0.6836g. 1 10.2 0,060 
Troekengew. 6,59. 2 180 61 
.3 26,5, 59 
0,060 
359 4h nachm. 0,6420 g. 0,5 43 0,048 
ı  Trockengew. 6,50. 2,5 SN 52 
| A 26,5 59 
| 0,053 
360 1b nachm. 0.8805." 1 11.1 0,065 
Trockengew. 7,80. 2 21,5 69 
3 28,2 64 
i | - 0,066 
361 9h 30° vorm. "1 111 0,065 
0,411d gr. Trocken- 2 185 58 
gewicht 10,7. | 3.278 63 
| | | 0,062 
362 2h nachm. 0,5917 g. 1 14,8 0,090 
Trockengew. 9,4.. 2 25, 1 83 
A 33,5, 79 
Ä | i 0,084 
363 6h 30° nachm. 05 56: 0,062 
0,4993 g. Trocken- | 10,1 | 58 
gewicht 10,0. ‚1,5 14,8: 60 
i ' 0,060 





0,79 


om 
| 

0.90 
, 0.68 


‚0,64 


‚0,48 


0.75 
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RECH 
E- S 
lt Präparat | S 33 | k 
| Versuchereihe 34. 


Phaseolus BEES a — 79,2. 





il 0 Tagen. Koty- 24 15,7) 0,0040 , 0,0027 
ledonen. 1,00g. "48, 27. 3 Ei 
Trockengew. 92,0... 72, 46, I 3 

' 0,0050 ` 

%5 4 Taxen. Kotv- 29190 0,0031 ` 0,0032 
ledonen. 1.2008. 47. 29. 1 43 
Truckengew. 54,0. 72, ‚44,0, 49 

| | | 0,0041, 

866 6 Tagen. 0,5345 g. 4 288 0,065 

Trockengew. 43,4..7,5 49,5: 57 
, Ä 0,061 

Pë 5 Tugen. Koty- 2,5 13,9 0,034 
ledunen. 0,3624 g. 4 2231 36 

| Trockengew. 45,3., 8 | 16,8; 49 

| 0,040 

CN Endosperme. 2 10,1 0,0293 

+ r 61222g.Trocken- 4 .18,5| 289 | 

gewicht 22,0. | 8 27,8 235 
100272 

39 11 Tagen. Kotv- 2 42.1 0,165 
ledunen. O454)g. 3 57, A 187 
Trockengew. 29,1.. 4 594 151 | 

i 0,168 ` 

5) Endosperme. 1 233. 0,151 
(ZA "Trocken: 2 325: 114 
gewicht 14,4. A 45,9, 94 

SE 0,120 

“1 13 Tagen. Koty- 0,5 18,5 0,230 
l-dunen. 0,24 )4g.. 1 33,5, 238 
Trockengew. 48,0. / 2 51,5. 228 

| 0,232 

%2 Endosperme. ou D 8. 5, 0,098 
(1,1866. Trocken- || 1 195° 122 
ZEW icht 11,1. 2 28,8 99 

‚ 0,106 

#3 I8 Tagen. Blatt. 05 46 0,051 
01.0522g.Trocken- 1,5 15,5 63 
gewicht 19.6. 3.245 53 

o 0,056 

374 Stiel. 02451 g. 0,5. 46. 0.051 

Trockengew. 958.. 1,5 10, 843 
3 20,9 45 
170046 


0, 132 


DIE 
| 
| 
0,505 


0,635 


0,981 


Präparat 





375 22 Tagen. Blatt. 
0,0907 g. Troeken- 
| gewicht 17,9. 
i 
376 Stiel. 
1  Treckengew. 


| 


0,4528 g. 


| 
d 
377 26 Tagen. Blatt. 


l 0,1112 g. Trocken- 2 


gewicht 19,1. 


378 Stiel. 0,7347 v. 
| Trocke neew. 7.49. 
| 


379 31 Tagen. Blatt. 
(Litige. Trocken- 
| gewicht 23,2. 


380 Stiel. 0,5464 g. 
| Trockengew. 8,15. 


381 II. 4 Tagen. 


Lie, Trocken- 
gewicht 44,9. 


382 6 Tagen. 0,5449 v. 
Truckengew. 43.1. 


383 8 Tagen. Koty- 
ledunen. 0.4512 v. 


,  Trockengew. 38,0. 


384 Endosperme. 


DIN. 


NISN e. Troeken- 


gewicht 19.0. 
385 11 Tagen. 


ledonen. 
Trockenrew. 


Koty- 
0.3768 ve. 
330, 


386 Kndosperme. 
(Za): Troeken- 
gewicht 169. 


Stunden 


N 


QC ka 


NS 


GI 


ka, LI Fee 


257 





0,113 


| 


l 
H 
i 


i 
jj 





1,32 


1,56 


0,0460 


0.0200 


0.111 


0,760 


1.64 


k 
ag 0,102 
17.3! 107 
255 84 
0,098 ` 
5,8 ‚ 0,066 
118, 69 
20,7' E 
000 ` 
10,8: 0,064 
20.9) 57 
35,6) 58 
. 0,063 
12.6) 0,075 
2271 73 
37,5) 62 
0,070 
10,8! 0,064 
16.4; 50 
29,1 EU 
0,055 
8.1: 0,046 
11,71 35 
255: 42 
0,041 
22.3) 0,0258 
595 262: 
67,7. 289; 
0,0270 
24.2 0,053 
46,0 50 
| 0,052 
25.7. 0,086 
49,5 106 
64,0 WM 
0,094 
28,7 0,049 
373 3 
0.042 
45.0 0.182 
59.4 201 
69,8 185 
0,189 
21.4 0.136 
335 119 
43.0 85 
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Nr. | Präparat E SZ k | sr e Präparat LS | E | k N 
| 5 |: | ala 
387.13 Tagen. Koty- 0,5 233 0,304 1.41 399 6 E GE 0.5583 g. 4 36.4 0,067 0.139 
ledonen. 0,2063 g.. 1 34,5 248 ` Trockengew. 35,1. 15 46,0 50 ! 
. Trockengew. 45,0., 2 52,6 2337 | | IE 0,059 | 
| | 0,203 | 400 8 Tagen. Koty- 2,5 223 0,058 019 
388| Endosperme. Op 9,2! 0,108 |3,22 ledonen. 0,4290 g. "4 345 e 
` 0,1830g.Trocken-' 1 195° 122 |  Trockengew. 38,4. ch ‚865.68 
gewicht 950. 2 30,6, 106 | | | : 0,063 
i | | 012 401" Eindosperme. : 4 ‚18,5 0,0289 0.53: 
ar m S 3 = 
38918 Tagen. Koty- 1 37,5 0,28 La ODE Trockon EE 
| ledonen. 0,2298. 2 525 4 | E EE, A | 6,0257 
*  Trockengew. 34,0. | | 0% ` 402 11 Tagen. Koty- ` 2 :44,0 0,176 (065° 
GE led 0,4758. 3 56,4. 180 
390 Blatt. 0,0557g. 15.145. 0,058 ` 2,53 Truckenzew.338. 4 649. 186 
,  Trockengew. 19,5. 3 27,3 6l | | 
53238 8, BE... 
| 0055 . 403 FEndosperme. 'ı 1942. 0,158 1.34 
| dë Do | 1,3255g. Trocken- 2 345 124 
391 Stiel. 0,2332g. 0,5 4,6 0,051 NS | gewicht 14,6. 4 47,7. 100 
" Trockengew. 8,37. 1.5 16,4 67 | | | ' | 0,127 
3 301 o 404 13 Tagen. Koty- 0,5 25,1. 0,35 134 | 
| : 0,062 | ledonen. 0,2563 g. \ 1 37.3, 28 
392 22 Tagen. Blatt. '0,5 78! 0,091 13,05 © Trockengew. 43,7. 2 56,4 A 
| 0,0840g. Trocken- 1 Lë "o | | | 0,30 
gewicht 17,0. 2123,71 77 | 405 Endosperme. 05111 un za 
\ er ` 0,087 | 0.2449 g. Trocken: | 1 21,4 137 
393 Stiel. 0416er. 05 7,8 0.091 |1,39 gewicht 8,55. 2. 28,8 Be 
Trockengew.7,60. 1 15,5 94 | 0, 122 
| 3222341: . 07. 406 18 Tagen. Blatt. 1 90 0052 1% 
| | SE | 0.087 | 0,0575g. Trocken: 2 18.2 57 i 
394 26 Tagen. Blatt. ` 1 12,6! 0,075 |1,75 gewicht 82,0. [5 52 
.  0C875g. Trocken- . 2 20,9 67 ` TE 0,054 
gewicht 22,1. 4,5 37,5. 62 ` 407 Stiel. 0,8998 g. 1 99 0058 ` 0.765 
Ä e 0,068 Truckengew. 9,35. 5 36,5, 54 
395 Stiel. 048578. 1 126 0075 0950 : 6,056 
| Troc kengew. 7,45. 2 21,8 OUR 405 22 Tagen. Blatt. 0,5 108 ‚0128 28 
| 45375068 0.1036g. Trocken- 1 1173| 107 ` 
0.069 rewicht 18,2. 2 27,3. 92 
396 31 Tagen. Blatt. 1 126 0075 1.73 ‚ 0,109. 
0,1202 g. Trocken- 2 101 60 409 Stiel. 0,4720 g. 0,5! 58 0066 oa 
gewicht 15,4. 4 31,9 56 Trockengew.7,89. 1 | 9,8 58 
7006 | 2 18,2 657 
397 Stiel. 0,4427 g 1,71 0,040 0.063 G,060 
Trockengew. 7,85. 2 155 47 410 26 Tagen. Blatt. ` 1 |10,8 0,064 2,10 
4 291 50 1.0570g.Trocken- 2 |20.0 63 
0.046 vewicht 24,2. 4,5 30,0 46 
398 II. 4 Tagen. 5.5 207 0,037 00210 ` 0,058 | 
1.400 g. Trocken- 23 65.0 32 411 Stiel. 0,4675g. 1 |145 0,088 0,95 
gewicht 51,1. 47 70.7. 21 Trockengew. 9,63. E 25,5. 8 





0,030 gë, 0,086. 
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Šo y | CHEN i 

L Praparat = CH k Sf Nr. Präparat = | z2 k i Sr 
SC, Se ŽO 3 | 

21V. 4 Tagen. 6 8, A 0, 0080 0, 0068 424 V. 4 Tagen. 1.400 g. DA 9, d 0, 0098 ` o 0083 


13e, Trocken- 47:47, ‚7 85 | | Trockengew. 47,1. ; 23 383| 135 















































KE 
gewicht A8 "9 |584. 8l | | 47 54,5] 108 
| | 0,0082 ` l \ | 0,0110 
Dr Tagen. 0.6920 g. Laf ‚34,5: 0,062 o 119 1425 6 Tagen. 0,5770 o 4 30.6; 0,056 0.101 
Trockengew. 41,7. 7,5 49,5, 57 | | Trockengew. 43,6. 7.5 43,0 45 
| | 0.060 ` | SE 0,051 
E5 Taxen. Koty- ` "25 H 0,043 0,170 |4268 Taxen. Koty- | 2 '11.8| 0,035 0,138 
I«dunen. 0.3485 g. | 4 25, 71 | ledonen. 0,3741 2 Zj 4 278 47 
Trockengew, 38,9. 8 Ay Ou 5l | Trockengew. 43,8. | 8 | 49,6 53 
1008 | i ; 0,045 
3 Eudosperine. 4 2. 148 0,045 , 0,656 427: Endosperme. | Se 16. e 0026 |0515 
NISHg. Trocken- 4 28,7 49 | | 0,1327 g. Trocken- 8,5 E 5| 33 
gewicht 159.. | 8 bw e 4 | gewicht 22,0. | Ä 0,030 
0,046 | 428/11 Taxen. Koty- | 2 |30,6| 0,106 ' 0347 
A" Tagen. Koty- 2 ‚32,5; 0,114 | 0,377 | ledonen. 0,4859 g. "A AL 106 
ledlonen. 04288 ee, 3 147,71 129 ` Truckengew. 32,4. 4 ‚51,5 114 
Kee 4 544 126 | | | 0,109 | 
B 0,123 429'E ae one Lens 
24 ‚ Endosperme. : 112,9. 0,075 | 1,06 
a Endosperme. | 1 25, 1 0,165 Län | 0,1690. Trocken-' 2 22,3 72 | 
"175g. Trocken- 2 | 143 gewicht 16,9. 141355) 65 | 
zewicht 15,5. 4.477 100 , | 0,071 
| 0,136 d | um i 
l | 43013 Tagen. Koty- | 0.5 15,7, 0,192 ! 1,13 
3.3 Taven, Koty- 0, 5! 9,2' 0,108 : 0,373 ledonen. 0, 2100 GL 269 180 
Laun, 0.29: Ip g. We 12.9 77 " Trockengew. 41,0. 2 496! 214 
Trekengew. 44,4. ` 2 208 106 po 0,195 
w | | 0,097° | 431 Endosperme. KI 85 0,098 | 3.07 
` Endosperme, 05 6.6 0,076 | 1,34 , 0,1773g. Trocken- | 1 Ion 102 
Uni Trocken- ; 1 i11, 1 65 | | gewicht 9,18. | 2 27,8! 99 | 
gewicht 17.6. ‘i > ECH 61 E j ; | 0,100 | 
Kg 32 18 T Koty- |1 33,7 1 
®2 Taren. Blatt. 1 E 0059 272 |E E EE 
An | EC ledunen. 0,2132 ır. 2 422% 165 
"bISg. Trocken- 2 20,9 67 ' Trockengew.31,0.; 5 62,7] 136 | 
wicht 23,8. ‚3 29,1 66 nen D 
Lage | Oe 
Il 04349 or, 1 112. 6 0.075 | 0,730 433 Blatt. 0,0430 z. 1 65 0,037 | 1,52 
Irvekenzew. 12.0. 2 246 81 || Trockengew. 32,0. . 2 16.4: 50 ! 
© 330,9] 72 | ' (bh 291) 40 | 
| 0,076 | i 1,002 | 
7 1 Taxen. Blatt. 1: 6.2 0035 ‚206 J434 Stiel. 0.2030 g. j l +46 0036 0,730 
"zue Trocken- 2 EI? 38 | , Trockengew. 9.10.. 2 199: 29 p 
gewicht 28.0, 4 18,2 28 | | ‚5.209027 | 
0.034 | 0.027 | 





AR | 
"rh näape 1:10,8. 0,064 1,03 1435 22 Tagen. Blatt. "1 126 0.075 Zu 
Troe ke DOW, 19, S. 2 | 23, 5 16 





| | 0,0518 g. Trocken: 2 228 T74 | 
4 36,6; 67 | | gewicht 25.4. LA 273 6l | 
ir 10,069 i 10.070 | 


Biochemische Zeitschrift Band 133. 19 










































































































290 K. Sjöberg: 
a | TIP 
Nr. Präparat l 3 E k | ` Präparat E | SCH k 
„ale. EEE 2 0. A, i IE | 
436| Stiel. 030988. | 1 wël 0,087 | 447, 10], Glycerin. 1:90) 0,052 ` 2 
Trockengew. 12,2.. 2 24,6 SL 3 Tagen. Blatt. | 2 18,2] 57. 
13,319. 75 0,0463g. Trocken- | 4 273; 46 
| | 0,081 gewicht 22,8. | | 0,052 
437 26 Tagen. Blatt. | 1 | 9,0: 0,052 Stiel. 0,8165g. ` 1115,5: 0,094 © 
0,4000g. Trocken- || 2 16,4 50 ! ‚Treckengew.12,7. 2 21,8, 7 
gewicht 47,4. A8 30,0 Aë A 298 oi 
Le cs 5077 
438 Stiel. 0,7588g. | 112,6) 0,055 | 0,646 |449 2° Glycerin. .1 108 0,064 2 
l Trockengew. 10,0., 2 21,8 50 3 Tagen. Blatt. 2 20,9 67 
| 45. 365 4l 0,0450g. Trecken- jj 4 200 52 
| D 0,049 gewicht 23,9. | | 0,061 
Varsuchareihe:35: 450 Stiel. 0,8385 g. |1 115,5: 0,094 0 
Phaseolus vulgaris. a = 79,2. | . Trockengew. 14,9.: 2 127,3 92 
| (4 422 a 
439,00 Ba Glycerin. | l | 8,5. 0,049 1,23 | | 0,090 
| 2 Tagen. Blatt. 57 | TE , 
0 ‚1160g. Trocken- | l 4 197. vi 47 4514 Tagen. Blatt. |: 1 | 6.3 0,036 3, 
gewicht 17,9. gaer 0,0285g. Trocken- 2136 38 
| Se 3 | gewicht 17,2. |: 0.037 . 
Stiel. 0,5400. | 1| 9,5: 0,055 | 0845 |452|Stiel. 0,2803 g. | 1 11,7, 0,070 ` 1, 
Trockengew. 6,15. | 2 19,1 60 l | 2 
4 305 53 Trockengew. 12,1.: 2 20,9! 67 
| | Ze dE 
’ e Í | 
441 3 Tagen. Blatt. | 1 108| 0,064 | 275 |453 Glycerin. a ana Te " 
SE j 2 Tagen. Blatt. | 2 21,0 67 
0,0543 g. Trocken-! 2 20,0 63 0.0750 z. Trock 4305 53 
gewicht 19,1. 4/2364 44 o BER CEARN N a 
1" Dee gewicht 22,5. | 0,065 
j IE e 454 0,3385 EE 0,086 1 
| | | | Stiel. 0, g. ' 1 114,3, 0,086 1. 
44 ‚Stiel. 0,3983 g. 1 ‚12,6 0,075 ` 1,06 Trockengew. 11,1. 2 290 78 
ı Trockengew. SCHER 2 22,1] 73 | | 4 345 62 
| | d 356° 65 | | la EE 
"ont Kate ee 
| | | deeg 455 3 Tagen. Blatt. |1 10,8 0,064 3. 
443 4 Tagen. Blatt. "LI 10,8 0,064 | 3,94: | 0,0425g.Irucken- 2 20,0. 63 ` 
0,0897 g. Trocken: 2 ; 20,9 67 | Ä gewicht 20,1. 4 31,0, Si ` 
| gewicht 14,0. | | 0,066 | Pa ` 0,060 
444! Stiel. 0,5615 g. | 1 126 0,075 | 0,865 450 Stiel 0,2925 g. | 1'145 0,088 1 
| Trockengew. 7,61.) 2 21,8 70 : | Troekengew. 13,5. 2 26,4: 88 
| 70078 | | 4 375,70 
| Ze EN | 0.082 
445 5 Tagen. Blatt. : 1 143 0,087 1,52 en | 
k 0.1370. Trocken- 2.258 B6 SE Tagen. Blatt. 1 | 9,9 0,058 3, 
| ewieht 20.2 } 335. 79 \ 0,0340 g. Trocken- 2 15,5. 47 
E" et Ba gier . gewicht 21,9. 3 20,0; 42 
| | | 2 en 0,049 
446, Stiel. 0,6457 g. | 13.3: 0.080 | 0,699 [458 Stiel. 0,8160g. 113,5 0.081 0. 
' Troekengew. 8.43. 2 249 82 ;  Trockengew.14,6. 2 22,7, 73 
! 3 286 65 | 3 318 75 
| 0,076 | 0.076 
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59 5 ‘Tagen: Blatt. 
0,0650 g. Trocken- 
gewicht 33,1. 


60 Stiel. 0,4247 g. 


61 50, Glycerin. 
4 Tagen. Blatt. 


0,0520 g. Trocken- 


gewicht 17,6. 


62 Stiel. 0,4390 g. 
Trockengew. 11,0. 
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Phaseolus vulgaris. a = 79,2. 


63 1 Tag. Blatt. 


0,0977 g. Trockene” | 
|4 355 


gewicht 18,4. 


64 Stiel. 0,4188 g. 


Trockengew. 7,80. | 


65 2 Tagen. Blatt. 


0,0435 g. Trocken- | 


gewicht 24,2. 


66 Suel. 0,3715 g. 
Trockengew. 7,97. 


67 5 Tagen. Blatt. 
0,1370 g. Trocken- 
gewicht 20,2. 


68 stiel. 0,6457 g. 


Treckengew. 8,45. 


59 6 Tagen. Blatt. 








LU 143 


l 
| 


14 


1 133) 
2 :24,9 


! 
j 


2 22,9: 


w 


1175 


2 143. 


4 EZ? 


| 


ww N m 


'1:19,1: 


0,144')g.Trucken- 2 :28,6 


gewicht 19,2. 


| 





4 424 

















Sep 7 

| k | Sr Nr Präparat s 
| 

0,061 | 1,37 [470 Stiel. 0,4740 8. | 

63 | Trockengew. 10,2. ` 
58 | | 
0,059 j | 
0,106 | 0,825 471) 1% Tartrat. | 

89 | | 2 Tagen. Blatt. 

83 0 ‚0877 g. Troc ken- | 
0,093 | gewicht 19,2. | 
0,058 | 3,17 Les Stiel. 051458. | 

57 Truckenge w. 8,45. 
0,058 | | i 
| | 
0,114 | 1,03 |473'4 Tagen. Blatt. 

99 | 0,0408 g. Trecken- | 
8 | gewicht 23,7. | 
0,099 | | | 

474 Stiel. 0,4145g. | 
, Treckengew. 10,6. | 
0,080 | 2,11 | | 

82 | i ! 

65 475.5 Tagen. Blatt. | 
0.076 L 0, 0590 g. T 

i | i gewicht 20,2 | 
0,086 ! 1,21 I 

74 i 

78 | 476| Stiel. 0,4562 g. 
0,079 | | Treckengew. 10,4. ` 
0,043 2,04 | 

3 EEN 

43 | 477 6 Tagen. Blatt. { 
0.043 0,0813 Trocken: 

’ | , gewicht 21,7. | 
0,112 ` 160 [478 Stiel. 0,4617. | 

Br Treekengew. 10,7. 
SC? 83 | 3 © D sl e 
0,095 ' 

0,087 Li |479 1°, Weinsäure. 

86 | 1 Tag. Blatt. 
CR i 0,0417 g. Trocken- | 
0,084 ` © gewicht 31,1. ` 
0.080 , 0,69 [480 Stiel. 0,2230 g. 

82 | Trockengew. 7,06. 
65 
0,076 ` | 
0,119 | 1,81 |481 2 Tagen. Blatt. ` 

97 | 0,0420 g. Tre eken- ` 

Hi ` | gewicht 56.1. 
0,100 | 


` Stunden ` 


© 1105; 
JA, 


We Li ra 


Wa Lë Fa Va, LÉI Fei Ai Li Feat 


Na LI Fei 


au 
325 
143,3 
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1 .13,3 
(239 

33,5 
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We bi rs 


2 


ya 
4 
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2 1172| 











0,119 | 


114 
86 


0,106 
0,080 
78 
60 


0,073 
0,099 
97 


_ 18 
0,091 
0,062 
53 
45 


0,053 
0,093 
86 
67 


0,082 
0,049 
50 
44 


0,048 
0,099 

86 
BR; 
0,089 


3 0,080 


QS Fei 
PI ` 
d 

d 


95 
18 1 
29,6 


‚124: 
22,9] 

30,5: 
| 


19* 


83 
0,0°2 


0112 


82 
86 
0.093 
0.068 
60 
45 
0.058 
0.055 


56 ` 


sl 


0,054 


0.074 
74 
53 
0.067 


0,935 


2.21 
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Nr. Präparat E k 
"Ss 
482 Stiel. 0,2950. 11143 0,086 
Trockengew. 7,97. E 230 78 
| 4 |345. 62 
i | 0,075 
483 1°, Milchsänre. 1 11,4. 0,068 


1 Tag. Blatt. 2/191 "on 
0,0433 g. Trocken- : 4 "248 62 





73 


gewicht 24,8. | 0,063 
484 Stiel. 0,2520g. lı a 0,112 
 —_ Trockengew. 6,87. | 2 |25,8 86 
4 41,4 80 
| | | ı 0,093 
485 2 Tagen. Blatt. | l 1172 0,106 
"0,0390. Trocken-: 2 |27,7 94 
l gewicht 57,0. ` | : 0.100 
| | au 
l ‚| } 
486 Stiel. 0,3075 g. 1 16,2| 0,099 
| Trockengew. 6,70. | 2 25,8| 86 
| i 3 31,5, 
i l ' 0,086 


Versuchsreihe 37. 
Phascolus vulgaris. o = 79,2. 
487 1 Tag. Blatt "1172| 0,106 
0,0940 g. Trocken: 2 29,6 101 








gewicht 24,3. 3 325 76 

| | | 0.094 
488 Stiel. 0,3445 g. . 118,1] 0,112 
'  Troekengew. 9,19. | 2 |23,9 78 
3.345] 83 

| I | Í 0,088 
489 3 Tagen. Blatt. A ps 0,120 
0,1465g. Trocken- || 2 30,5: 106 








gewicht 18.9. 3 365 89 

| ff | 0,105 
490 Stiel. 0.5377 g. ı 16.2! 0,100 
Treekengew. 7,90.. 2 EI) 97 

g | 3 35,5] _ 86 
sdf 0,094 





| | ! 


491 1°% Zitronensänre. ; 1.210 0,133 


Blatt. 0,1505. 2 3157 Uu ` 


2,4 


2,25 


2,06 


H 


1,39 


1,11 


Lë 


0,959 


Trockengew. 24,6. 3 375, 93 

SE 0,112 

492 Stiel. 0,6340 g. '1 162 0099 
Troekengew. 7, 83. 2 286 97o 

3 365 ou 

00395 


Nr. ` Präparat 


493 3 Tagen. Blatt. 


! 0,1313 g. Trocken- ` 
| gewicht 20,2. 

494 Stiel. 0,47408. | 
'  Troekengew. 10,0. | 
i j 


l 
H 
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495 5 Tagen. Blatt. > 
1 0,1253 g. Trocken- : 
gewicht 27,7. 


| 
496 Stiel. 0,4400 g. 


Trockengew. 7,85. 


497 7 Tagen. 0,1405 g. 
| Truckengew. 22,9. 


i 
! 


498 Stiel. 0,5240 g. 
| Trockengew. 6,95. | 


, 
I 
| 

| 

499 1 Tag. Blatt | 

0,1150 g. Trocken- . 

gewicht 20,3. | 


| 


| 
SO. Stiel. 0,7065 g. | 


Trockengew. 7,76. 


| 
501 3 Tagen. 0,2170 g. ' 
,  Trockengew. 15,6. 


| | 


502 Stiel. 0,6050 g. 
, Trockengew. 7,67. 
| 


| 
| 
i | 
| | 
503 5 Tagen. Blatt. ' 


Lo gewicht 14.5. 


DD Fi 


Phaseolus vulgaris. a == 7 


5O Ne, besi N: 


1.» 
uap 
$ 


57 


86 ` 


F z k 
= 
1 191 0120 
2 28.6 3 
3 38.5 96 
| 0.104 
1 17.2: 0.106 
2 25.8, 86 
3 32,5: 76 
0.089 
19,2 
1 172 0.10 
2 286 97 
3 35 "9 
0.09 
1 142 0.087 
2 ‚191 60) 
3 ‚26,7 6 
| 0,07 
1'124 0,07 
220 7 
3 us T 
| | 0072 
l , 
‚11,4 0,068 
20,1 64 
25,8, 
40,063 
1 181! 0,112 
2.2386 o 
3 35,9: 
| ‚0,0988 
1 201 01% 
2 238.6 97 
3 39,5, 100 
, 0.108 
1 220 0142 
2 345 1% 
3 1414| 107 
| 0.124 
1 117.2! 0,106 
2 31,5; 110 
3 37,4; 93 
| | 0,103 
1 91 0.120 
2325| 114 
es 89 
| loiil 
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r. Praparat E E | k 
SI 
H sel 0.75853 g. ‚1 162 0.100 
Troekeneew. 7,56. | 2 26,7 88 
3 135,9 f 86 
| 0,091 





Š 7 Tagen. Blatt. 123,9) 0,156 
13210. Trocken- : 2 134.5 124 


gewicht 14.3. 3 ke 114 
Ä 0,131 
Hl 085350 æ. i 1 :14.2| 0,087 
Trockeugew. 7,95. 2 128 6 97 
3 325. 76 
| 0,087 
Versuchsreihe 39. 
Phaseolus vulgaris. a -= 792. 


fh Nehbtabgesehnittene. 1 | 98 0,057 


d (ie, Trecken-. 2 16, 4 50 
zewicht 6,43. A op 4i 44 

| 0,050 

Six e, Trocken- 1, 8,8 0,052 
gewicht 6,30. 214 A 44 
4 ‚209 33 








| 0,043 ` 









Nr. | Präparat E | SE | k | vi 
| we; CR l 

509 Abgesehnittene. 1 10,8 0.064 | 0.478 
-0,7463g. Trocken-' 2 16.4 50 | 
gewicht 7,48. . 4 = 46 | 
\ | 0,053 | 

510 0,9995 g. Trocken- 1 | 98 0,057 0.40 
gewicht 5,91. 2 182) Ai | 
| 4 255, 42) 
| | 0.052 

511; Das Wasser. 230, — 0 


Versuchsreihe 40. 
Ulmus seabra. a == 79,2. 1.0) Blätter. 


512 Sunnenblätter. | Si 277 0,0072 0.0088 
Trouckengew. 36,9. : 38.5 6l 

| ai 50,1 62 | 
09,065 

513 Halbsonne. | 26 oa 6 I EE 
| Trockengew. 36,9. 47 37,5. 
| ‚70 50,1 e 
d 0.0065 





| 

514. Schattenblätter. 27,7. 0,0072 | 0,0091 
| Trockengew. 36,9. i: 47404 66, 
E 70 50,1 62: 


K | 
d 0,0057 d 
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Beiträge zur Kenntnis der Amylase in Pflanzen. 


Von 
Knut Sjöberg. 


II. Die Temperaturempfindlichkeit der Amylase von Phaseolus vulgaris. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Eingegangen am 7. August 1922.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Inhalt: 
. Einleitung. ; 
. Die Herstellung des Enzy EE A 
. Methodik . : 


. Das Verzuekerungsvermögen 


a) Der Einfluß der Azidität : : 

b) Bestimmung der Temperaturkoeffizienten SR 

c) Die Abhängigkeit der Temperaturempfindlichkeit von der Azidität 

d) Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung . . 

e) Die Abhängigkeit der Tnaktivierungsköeffizionten von der Tem- 
ratur. sa . 

f) Die Temperaturkoeffizienten der Inaktiv ierungskonstanten 

g) Der Einfluß des Kochsalzes . 


. Das Verschwinden der Stärkereaktion . 


a) Der Einfluß der Azidität : ; 

b) Bestimmung der Temperaturkoeffizienten e 

c) Die Abhängigkeit der Temperaturempfindlichkeit von der Azidität 

d) Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung . ; 

e) Die Abhängigkeit der Inaktiv jerungsköeffizienten: - von der 
Temperatur ; 

f) Die Temper Airkoetizienten der Inaktivierungskonstanten 

g) Der Einfluß des Kochsalzes . 


Zusammenfassung . 


Beilagen. 


schied. 


1. Einleitung. 


Zwischen aus dem Tierreich stammenden stärkespaltenden Enzymen 
(Ptyalin, Pankreasdiastase) und solchen aus dem Pflanzenreich 
(Malzamylase u. a.) herrscht in vielen Beziehungen ein großer Unter- 


Dieser zeigt sich z. B. in dem Verhalten der Enzyme zu der 


Wasserstoffionenkonzentration der Lösungen sowie zu anorganischen 
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Neutralsalzen usw. Besonders die obengenannten drei Amylasen sind 
in diesen Hinsichten Gegenstand eingehenden Studiums gewesen. Über 
die Voraussetzungen für die W'rkung der anderen Pflanzenamylasen 
liegen jedoch nur wenige Arbeiten vor. Es ist daher von großem 
Interesse, ein solches Enzym näher zu untersuchen, um festzustellen, ob 
es sich genau wie die Malzamylase verhält und ob alle Amylasen, die 
aus dem Pflanzenreiche stammen, als identisch angesehen werden können. 

Der folgende Teil dieser Arbeit soll ein Versuch in dieser Richtung 
sein und wird hauptsächlich das Verhalten der Amylase bei verschiedenen 
Temperaturen behandeln. 

Da es bei solchen Versuchen wünschenswert ist, ein möglichst 
reines und wirksames Präparat anzuwenden, lag es nahe, zu dieser 
Arbeit die aus den Phaseolusarten erhaltenen Amylase zu wählen, 
da es sich durch meine vorhergehenden Untersuchungen erwiesen 
hatte, daß diese Pflanzen ein besonders wirksames Enzym enthalten. 


2. Die Herstellung des Enzympräparates. 


Da, wie aus dem Vorhergehenden ersichtlich, der Amylasegehalt 
mit dem Entwicklungsstadium der Pflanzen bedeutend variiert, wurde 
ein Stadium gewählt, in welchem die Amylasewirkung besonders kräftig 
war. Dies ist bei Phaseolus der Fall, wenn die Pflanze eine Größe von 
7 bis 10 cm erreicht hat. Keimpflanzen dieser Größe wurden oberhalb 
der Wurzel, welche keine nennenswerten Enzymmengen enthält, ab- 
geschnitten und in einem Porzellanmörser mit feinem Seesand und 
der kleinstmöglichen Menge Wasser zerrieben, bis eine dicke Masse 
entstand. Zu 50 Pflanzen, welche ungefähr 100g wiegen, wurden 50 ccm 
Wasser genommen. Die erhaltene Masse ließ man unter Zusatz von 
Toluol einige Tage stehen, wobei die Zellen zu autolysieren begannen 
und das Enzym leichter freigemacht wurde, preßte sie in einer Hand- 
presse durch ein Tuch und filtrierte. Das Filtrat wurde 24 Stunden 
durch Kollodiumhülsen dialysiert und aufs neue filtriert. Aus der oben 
angegebenen Menge erhielt man ungefähr 100 cem. Längere Dialy- 
zierung ergab zwar ein Präparat mit etwas geringerem Trockengewicht, 
gleichzeitig wurde aber die Amylasewirkung so bedeutend vermindert, 
daß es keinen Zweck hatte, mit der Reinigung des Enzynis auf diese 
Art fortzufahren. Auch Versuche betreffend Reinigung durch Ab- 
sorption mit verschiedenen Stoffen ergaben als Resultat, daß die Enzym- 
wirkung in allzu hohem Grade vermindert wurde. Deshalb wurde 
zu diesen Versuchen eine nach eintägiger Dialysierung erhaltene Lösung 
verwendet. In untenstehender Tabelle sind einige Konstanten an- 
gegeben, welche die verschiedenen Präparate charakterisieren. Die 
Art, auf welche die Konstanten erhalten wurden, wird im folgenden 
beschrieben. 
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Tabelle I. 

Nummer k — konstant d = konstant f | 

des l b:i der nach Ee | BENENNEN Sf d k 
Praparats ' Verzuekerung Judmethode ` Do ' | 

i 
I. . 0.138 = 0,25 27 l — 
11. 0.165 = 0.25 248 | — 
III. 0,103 — — — | — 
IV. 0,147 0.28 = 0.019 
V. ` 03l 062 e — i 20 
VI. © 0209 0.42 032 as "2 
KEE : 0.052 i — — | — 
VIIL > 0,207 | 0,20 _ | — 1.9 
IX. ` 0.46 | 0,52 — — 1.1 
X. 00188, 036 0.27 254 2.0 
XI. © 029 030 1 022 0 390 1 


Die Reaktionskonstanten für die Verzuckerung und das Ver- 
schwinden der Stärkereaktion sind in dieser Tabelle auf 1 ccm Enzym- 
lösung berechnet. Der Reinheitsgrad der verschiedenen Präparate ist. 
im großen und ganzen gleich, da der Wert von Sf in den Fällen, wo er 
bestimmt wurde, nur unbedeutend variierte. Aus der letzten Kolumne, 
die das Verhalten der beiden Konstanten zueinander angibt, ist er- 
sichtlich, daß die dort aufgeführten Werte mit Ausnahme von zwei Fällen 
(IX und XI) beinahe konstant sind. Effront!), der die Amylasebildung 
bei keimenden Getreidekörnern untersuchte, fand, daß sich das Ver- 
zuckerungs- und das Verkleisterungsvermögen nicht parallel entwickeln. 
Das erstere erreicht schneller ein Maximum und nimmt dann ab, während 
das letztere sich langsamer entwickelt und länger auf einem Maximum- 
wert verweilt. C'hrzaszcz?), welcher auch das Verhältnis zwischen diesen 
beiden Stadien in der Stärkespaltung bei Gegenwart von Malzamylase 
untersuchte, gibt an, daß die stärkeverflüssigende und stärkever- 
zuckernde Kraft selbständig bestehende und wirkende Enzyme sind, 
deren Entwicklung voneinander unabhängig ist. 

Durch Behandlung und Extraktion des Diastasepräparats mit 
verschiedenen Reagenzien erhielten Chrzaszez und Terlikowski) nämlich 
ganz ungleiche Verhältnisse in bezug auf das Verkleisterungs-, 
Dextrinierungs- und Verzuckerungsvermögen. Diese verschiedenen 
Kräfte variieren auch untereinander sehr in ihrem Verhalten gegenüber 
den einzelnen Getreidearten®). Ob das Verhältnis konstant für jede 
Art war, darüber sagt er nichts. Auf Grund seiner Beobachtungen 
meint er aber, daß man die Werte von allen drei obengenannten 
Reaktionen bestimmen muß, um einen richtigen Begriff von der Wirkung 


1) Effront, C. r. 141, 626, 1905. ` 

2) C'hrzaszez und Joscht, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 

3) Chrzaszez und Terlikowski, Wochenschr. f. Brauw. 29, 636, 1912. 
3) Chrzaszez, cebendaselbst 30, 538, 1913. 
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der stärkespaltenden Enzyme zu erhalten. Das dextrinierende Enzym 
ist jedoch in hohem Grade von den stärkelösenden und verzuckernden 
Enzymen abhängig. 

8. Methodik. 

Will man das Spaltungsvermögen der Amylase näher untersuchen, 
so ist es also wünschenswert, sowohl dem Verlauf der Verkleisterung 
wie dem der Verzuckerung folgen zu können. Die einzige Methode, mit 
welcher man den Verlauf der erstgenannten Reaktion messen kann, ist 
die, welche sich auf die Bestimmung der Viskositätsveränderung der 
Stärkelösung gründet. Eine solche Methode stößt jedoch auf große 
praktische Schwierigkeiten, vor allem stellt sie große Ansprüche an die 
Beschaffenheit des Substrates und eignet sich schon aus diesem Grunde 
nicht. Um das erste Stadium der Stärkespaltung zu untersuchen, kann 
jedoch die Jodmethode angewendet werden. Das Prinzip derselben 
ist, festzustellen, wann das Substrat unter den eingehaltenen Be- 
dingungen verbraucht ist. Aber selbst wenn das Verschwinden der 
blauen Farbe ein hinreichend scharfes Anzeichen (dafür ist, daß das 
gesamte Stärkesubstrat gespalten worden ist, so gestattet die Methode 
doch nur, einen ‚limes‘‘-Wert zu ermitteln, während der Verlauf der 
Reaktion bis zum Eintritt dieses Wertes ungemessen bleiben muß. 
Da der erhaltene ‚‚limes‘‘-Wert innerhalb gewisser Grenzen aber pro- 
portional der Enzymwirkung ist, kann er als ein Maßstab für dieselbe 
angesehen werden. 

Für die Bestimmung des Verzuckerungsvermögens wird dieselbe 
Methode, wie im vorhergehenden Teil dieser Arbeit beschrieben, benutzt. 
Die Konzentrationen waren jedoch andere. Folgende Mengen sind 
stets angewendet worden: 





2proz. Stärkelösung . . . a.. 2. 222 a’ 25 ccm 
Enzymlösung . . . .... . 0,5bs 2 „ 
4proz. Phosphatlösung. . S 10 EN 
mit destilliertem Wasser verdünnt zu. . . 50 ccm 


Hiervon wurden für jede Zuckerbestimmung 10 ccm entnommen 
und zu 10 ccm Sodalösung gegeben. 

Auch beidiesen gereinigten Enzymlösungen kann mandamitrechnen, 
daß die Spaltung monomolekular verläuft. Dies gilt jedoch nur so lange, 
bis 75°, der theoretischen Maltosemenge gebildet worden ist. Dies 
stimmt also überein mit den Resultaten, die mit Malzamylase erhalten 
worden sind. Die Verkleisterung der Stärke geht jedoch während der 
ganzen Zeit mit derselben Geschwindigkeit vor sich, und es ist nur 
die Maltosebildung, welche abnimmt, ehe die Reaktion zu Endeist. Eine 
meßbare Menge Glykose kann während der Zeit, in der die Reaktion 
beobachtet und bestimmt wurde, nicht gebildet werden. Dies geht aus 
folgenden Versuchen hervor. 
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0,5 g Maltose wurden in 50 ccm Flüssigkeit, enthaltend Phosphat 
gewöhnlicher Konzentration (py = 5,2), aufgelöst und 1 ccm Enzym- 
lösung, k = 0,209, zugesetzt. Die Reaktion wurde wie gewöhnlich bei 
40° ausgeführt und die Bildung der Glykose durch Bestimmung des 
Reduktionsvermögens verfolgt. Folgende Resultate ergaben sich: 








Tabelle II 
Stunden = ns | a 
0 | 9,8 95,7 
19 11,3 111,0 
43 12,0 112,0 


In 43 Stunden ist das Reduktionsvermögen ganz unbedeutend ver- 
ändert worden, die Bildung von Maltose wurde aber nur während 
3 Stunden beobachtet. 

Um das Verschwinden der Stärkereaktion zu bestimmen, wurde die 
von Wohlgemuth!) ausgearbeitete Methode, jedoch etwas modifiziert, an- 
gewendet. Da man, wenn man nicht eine große Anzahl Röhren zu der 
Bestimmung anwenden will, mit dieser Methode keine besondere Genauig- 
keit erreicht, habe ich durch Beobachtung der Farbentöne die zwischen- 
liegenden Werte abgeschätzt. Da jedoch für eine solche Abschätzung eine 
Bestimmung nicht ausreichend ist, sind Proben nach verschieden langen 
Zeiten entnommen und die Farben nach Jodzusatz beobachtet worden. 

Nachstehend wird die Ausführung der Bestimmung näher be- 
schrieben. Fünf Reagenzgläser wurden laut untenstehender Tabelle 
beschickt. 














Tabelle III. 

— = —— 
Nummer K ı - 3 | 4 | 5 
ccm 2 proz. Stärkelösung . . .. 2 4 6 s | 10 
Enzymlösung . ....... l 1 1 1 1 
4proz. Phosphatlösung . .. 3 3 3 3 3 
destillierten Wassers .. .. l4 2 10 8 | 6 
Summa Volumen 20 20 |! 2 om !: 2% 


Die Reagenzgläser wurden in einem Wasserthermostat (40°) ver- 
senkt und nach bestimmten Zwischenräumen jedem 5 cem entnommen, 
welche man in 2 cem verdünnte Salzsäure fließen ließ. Jeder Röhre 
wurde die gleiche Menge verdünnte Jodlösung tropfenweise zugesetzt 
und die Farbe beobachtet. Wohlgemuth schreibt vor, daß als ‚‚limes‘“ 
die erste Probe, welche keine blaue Nüance hat, genommen wird, also 
die. welche rot oder gelb ist. Der Unterschied in der Stärkemenge 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1909. 
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zwischen zwei aufeinander folgenden Röhren beträgt in meinen Ver- 
suchen stets 2 ccm 2 proz. Lösung. Wenn die Anzahl Kubikzentimeter 
in zwei solchen Röhren mit A und B bezeichnet wird, geschieht die 
Abschätzung auf die in Tabelle IV veranschaulichte Weise, wo die ein- 
zelnen Möglichkeiten zu den Farbenübergängen skizziert sind. Nach 
Wohlgemuth ist „limes“ in allen Farbenübergängen durch den Wert 
auf A bestimmt. In der letzten Kolumne sind die Werte angegeben, 
die ich in den einzelnen Fällen auf ‚‚limes‘‘ erteilt habe. 


























Tabelle IV. 
A -— 8 | A | B B+3 | sem in aim ccm in „limes“ 
| 

gelb gelb blau | blau A+05 
P | s blauviolett | P A+10 
S | ý violett | p A +1,5 
z | 3 rotviolett | B 
S rot blau S A 
Ri n blauviolett S A + 0,5 
a H violett 5 A+1,0 
é | A rotviolett 5 | A +15 


Wird der auf ‚limes‘ erhaltene Wert mit der Anzahl Minuten, 
während welcher die Reaktion vor sich ging, dividiert, so erhält man 
fast konstante Werte. Diese sind mit d bezeichnet. Nachstehend ein 




















en T ab elle A 
Minuten | | 2 ccm m| a 4, | 8 | 10 Ä ccm in „limes“ | d 
RE Ee E ARE 
um Tan violett | blau u biau | blau 3,5 | 0,23 
20 | 7 rot |blauviolett S S 4.5 . 0,23 
0: | gelb rot ; violett © , 7,0 ı 0,23 
40 "E 5 gelb |: rot violett 90 | 023 ` 


Die Übereinstimmung ist jedoch nicht immer ganz so gut wie in 
diesem Falle, da aber drei bis vier Proben genommen worden sind, 
kann der Durchschnittswert als vollständig zufriedenstellend angesehen 
werden. d gibt also die Anzahl Kubikzentimeter 2 proz. Stärkelösung 
an, die innerhalb einer Minute von l ccm Enzymlösung gespalten wird. 
Eine Berechnung per Trockengewicht ist nicht gemacht worden, da 
es sich nur um relative Werte handelte und die Berechnung stets auf 
l ccm Enzymlösung ausgeführt wurde. 


4. Das Verzuckerungsvermögen. 


&) Der Einfluß der Azidität. 
Es galt zuerst zu untersuchen, inwiefern sich das Enzym in ge- 
reinigtem Zustande zu den Wasserstoffionenkonzentrationen genau so 
verhält wie in Gegenwart der Pflanzenteile. Es wäre sehr wohl denk- 
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bar, daß das reine Enzym empfindlicher gegen die Azidität bzw. Alka- 
lität der Lösung ist. Nachstehende Tabelle VI und die Kurve (Abb. 1) 
zeigen jedoch, daß dies nicht der Fall ist. Die beiden Kurven fallen 
in allen Teilen zusammen; sowohl das Optimum wie die Neigung der 
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Kurve sind in beiden Fällen gleich. Die Wasserstoffionenkonzentration 
bei Optimum ist also auch hier ungefähr pu = 5,2 und stimmt mit 
dem mit Malzamylase erhaltenen Werte überein. Die Werte der 
Reaktionskonstante bei pu = 5,2 sind im folgenden = 100 gesetzt. 














Tabelle VI. 

Be o Du k | k relativ 
92 45 | 0,30 | 81,0 
93 © 52 © 037 j 10 
94 5,4 0,37 100 
95 6,0 | 0,34 92,0 
96 | 6 5 0,29 l 18,5 
97 7,0 0,25 | 67,5 
98 7.5 0,20 54.0 
99 8.0 | 0,14 37,8 


b) Bestimmung der Temperaturkoeffizienten. 


Die Enzymreaktionen sind im allgemeinen von der Temperatur 
abhängig, bei welcher sie ausgeführt werden. Für Malzamylase ist 
37 bis 40° als die Temperatur angegeben worden, bei der das Enzym 
das größte Spaltungsvermögen hat. Bei meinen früheren Unter- 
suchungen mit Pflanzenpräparaten ist die Hydrolyse der Stärke stets 
bei 40° ausgeführt worden, ohne näher zu untersuchen, ob diese Tempe- 
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ratur die zweckentsprechendste oder wie groß der Temperaturkoeffizient 
ist. Dies ist darum bei dem reinen Präparat untersucht worden. 
Laut einer von Arrhenius aufgestellten Formel kann die Reaktions- 
konstante k, bei Temperaturen T, aus der Reaktionskonstante k, 
berechnet werden, bei der Temperatur, 
A (Ta— T) 





Hier bedeutet A eine Konstante, R die Gaskonstante, die hier 
gleich 2 gesetzt werden kann, und T die Temperatur in absolutem Maß. 
Aus dieser Gleichung erhält man: 


k 
log (32) T,.T,.2 
a | 


Sg M (T, — T) 
M = loge = 0,4343.... 

Dadurch, daß man die Reaktionskonstante bei zwei verschiedenen 
Temperaturen bestimmt, kann man also A berechnen. Nach Unter- 


suchungen von Ernström!) auf Malzamylase war der Wert für dieses 
Enzym nicht konstant, sondern der Wert des Verhältnisses S sinkt 


mit steigender Temperatur, und folglich sinkt auch A. Zu demselben 
Resultat kamen Lüers und Wasmund?). In Tabelle VII sind die von 
diesen Verfassern erhaltenen Werte von A angegeben worden. 











Tabelle VII. 
Temperaturzone Ernström | Lüers und Wasmund 
Be ee e E ae i DS e Ne ebe, TE | KK Gesetz Er 

0 — 10 17 900 | — 
10—20 12800 | — 
20 — 30 | 12 100 | 12 126 
30—40 8 200 9 669 
40 — 50 i = i 7 326 


Bei meinen Untersuchungen von (0,5 bis 47° fand ich, wie Tabelle 
VIIIa und b zeigen, daß der Wert von A auch hier mit steigender 
Temperatur sinkt. Der absolute Wert ist jedoch bedeutend kleiner 
als für Malzamylase. Es ist ferner aus den erhaltenen Werten er- 
sichtlich, daß das Reaktionsvermögen noch bei 0° recht groß ist und 
daß die Reaktionsgeschwindigkeit ein Maximum bei ungefähr 40° 
erreicht und dann wieder sinkt. 


1) Ernström, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. 
2) Lüers und Wasmund, Fermentf. 5, 169, 1922. 
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Tabelle VIII a. Tabelle VIIIb. 
Beilagen sl er | Bei agen | Teapa] k, i 
Nr. - EES | relativ Nr. | zone ko 
40, a o 0,50 DN 12,2 40,8,1 © 0—20° 30 | 10.200 
l 17,5 36,1 1—2 | 20—30 : 20 | 940 
2 | 300 70.5 2—3 30-40 14 | 670 
3 40,0 100 | | 
4 470 | 985 
c) Die Abhängigkeit der Temperaturempfindlichkeit von 


der Azidität. 


Euler und Laurin!) haben die Temperaturempfindlichkeit der 
Saccharase und ihre Abhängigkeit von der Azidität der Reaktions- 
mischung untersucht. Das Enzym wurde während einer bestimmten 
Zeit bei verschiedenen Temperaturen in Gegenwart von Phosphat- 
lösung einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration erhitzt. Nach 

der Erhitzung wurde die 
Inversion auf gewöhn- 
liche Weise ausgeführt. 
Als ‚Tötungstempera- 
tur“ geben sie diejenige 
Temperatur an, bei 
welcher das Enzym 
60 Minuten bei optima- 
lem py erhitzt werden 
muß, um die Reaktion 
auf die Hälfte zu ver- 
mindern. Zrnström hat 
diese Methode auf Malz- 
amylase angewendet. Er 
hat die Bestimmungen 
bei 50 und 55° und einer 
Stunde Erhitzung aus- 
geführt und erhielt ein Stabilitätsmaximum bei pu = 6, also nicht 
bei demselben py, wo die Wirkung ohne Erhitzung am größten ist. 
Wenn die sogenannte zu-Kurve die Dissoziationsrestkurve für einen 
amphoteren Elektrolyt oder eine Säure bedeuten sollte, so wäre dies 
gleienbedeutend damit, daß durch Erhitzung des Enzyms seine Disso- 
ziationskonstante verändert oder eine neue Verbindung gebildet wird. 

Meine Versuche mit Bohnenamylase wurden auf folgende Weise 

l bis 2 cem Enzymlösung + 10 cem 4proz. Phosphat- 





ausgeführt. 


1) Kuler und Laurin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 64, 1919. 
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lösung bekannter Wasserstoffionenkonzentration wurden in geschlossener 
Röhre durch Einführung in den Wasserthermostat eine bestimmte 
Zeit erhitzt, nach Beendigung der Erhitzung unmittelbar auf 40° ab- 
gekühlt, worauf zu der Mischung 25 ccm 2proz. Stärkelösung und 
so viel Wasser, alles mit 40° Temperatur, zugesetzt wurde, daß das 
Volumen 50 ccm betrug, und die Reaktion darauf wie gewöhnlich 
ausgeführt. Die relativen Werte, die für die Reaktionskonstanten 
in Tabelle IX angegeben sind, wurden dadurch erhalten, daß die Reak- 
tionskonstanten nach der Erhitzung mit den Konstanten Der gleichem 
pu ohne Erhitzung dividiert wurden. 

In den verschiedenen Versuchsserien sind die letztgenannten 
Werte nur für einen pu-Wert bestimmt und die anderen aus der pu-Kurve 
berechnet. Die Versuchsresultate sind in Tabelle IX und Abb. 2 an- 
gegeben. In diesen Versuchsserien betrug die Zeit der Erhitzung stets 
60 Minuten. 














Tabelle IX 
Beil F | ER | - ` So Ba GESEEN i 
SS ! Du d SE H | 180 ann `" wë 450 | 500 Ä 50 | 6% 
| | 59,0 il | 5 
6-13 52 I "ml goo J495 |309 HI "Lë 0 
14—18 | 6,0 f i — |955 1750 |345 |250 |150| — 
25 6,0 I = — = = 330 1-7 ,- 
19 | 65 I © — | — 556 ` o S 
26 | 65 II gës, H Jeep =, "E zeen VI. 2: 
33 6,5 III Se ` 1,98 
20—21 70 | a ei 288 een 
27—28 70 II s= 0: nn ae Ne 
22—23, ee 67045, = ee 
2 o 75| H ioin denn 
40, 34 "Bu |} IL  — &l: 50; — = ` — | — 


Vollständige Kurven sind bei 35, 40, 45 und 50° konstruiert: worden. 
Die Resultate zeigen, daß die Stabilität am größten bei pu = 6 kis 7 
ist, also auch hier eine Verschiebung nach der alkalischen Seite zu im 
Verhältnis zu dem pu, bei welchem die Reaktion ein Maximum ohne 
Erhitzung erreicht. Ferner zeigen die erhaltenen Werte, daß dieses 
Enzym bedeutend empfindlicher gegen den Einfluß der Temperatur 
als Malzamylase ist. Bei Frhitzung avf 55 bis 60° wird das Enzym 
beinahe vollständ'g zerstört. Bereits bei 40° wird es deutlich bei allen 
Aziditäten geschwächt. Besonders empfindlich ist das Enzym gegen 
alkalische Reaktion. 

In den Abb. 3 bis 6 sind die relativen Werte der Konstanten, 
die bei gleichem pu, aber verschiedenen Temperaturen erhalten wurden, 
eingezeichnet. Aus diesen Abbildungen ist ersichtlich, daß die Inakti- 
vierung bei steigender Temperatur sehr schnell und im großen und 
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ganzen mär vor sich geht. Bereits bei pu = 5,2, wo die Reaktions- 
konstante ohne Erhitzung ein Maximum erreicht, ist die Temperatur- 
empfindlichkeit besonders groß, wenn auch die Inaktivierung nicht 
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Abb. 5. Abb. 6. 


so schnell geschieht, wie bei den übrigen untersuchten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen. Laut Ernströms Untersuchungen auf Malz- 
amylase besteht bei diesem Enzym keine direkte Proportionalität 
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zwischen der Inaktivierung und der Temperatur. Die Inaktivierung 
geht zuerst langsam vor sich, wird aber bei steigender Temperatur 
«erhöht. 

Die oben beschriebenen Versuche wurden teilweise mit anderen 
Präparaten wiederholt, hierbei wurden aber etwas abweichende Werte 
erhalten (Tabelle X, Abb. 3 bis 4). 














Tabelle X. 
re , — — 
Beilagen || Enzym- ; | £ S 
Nr. | PH | lösung 199 | 300 | 350 | 400 | 450 
m Leit Pulse ber Seet e _ — = Eu at Terz SEL SE Se Fi Së L= aeia ey 
| | 
47—51 | 5,2 V Së | 56,2 | 45 35,9 29,6 
61 | 52 v | | 558 d SNE 
59 6,0 V en = = 48,5 = 
65, 72 | 6.0 VI — | 10 | 73.4 Se Ss 
45 6,5 V -E z= 825 1 — 
73 | 8,0 VI — ` 10 |} — | = = 





Diese letzteren Lösungen erwiesen sich als noch empfindlicher 
gegen den Einfluß der Temperatur, so daß die Kurven in den Ab- 
bildungen etwas nach links verschoben werden. Die Konzentration 
und der Reinheitsgrad der verschiedenen Präparate variierte etwas, 
wie aus der Tabelle I ersichtlich. Es wurde jedoch von den schwächeren 
Lösungen, wie aus den Angaben in den Beilagen hervorgeht, 2 ccm 
und von den stärkeren 1 ccm genommen, so daß die Reaktionskonstanten 
bei pa = 5,2 im allgemeinen der gleichen Größenordnung, ungefähr 0,2, 
waren. Was die Malzamylase anbegrifft, so hat Ernström den großen 
Einfluß nachgewiesen, den die Enzymkonzentration während der Er- 
hitzung auf die Inaktivierung ausübt. 








Tabelle XI. 
ce S SE | i | B nn o "1 cem ER 10 ëng 
Beilagen l i 5 ccm 10 ccm Phosphatlösung 
A Pu Phoaphatlösung Phosphatlösung 10ccm | 1ßccm 
Nr. li | | Wasser 
90—91 Aë | — | o5 o 0,102 
87—89 ; 60 0,038 | 0,033 0,039 u 


Es sind darum auch einige Versuche ausgeführt worden, um dieses 
Verhältnis mit Bohnenamylase zu untersuchen. Das Enzym wurde 
60 Minuten lang bei 40° in verschiedenen Konzentrationen erhitzt. 
Die Resultate sind in Tabelle XI angegeben. 1 ccm Enzym ist während 
der Erhitzung mit 5 bis 25ccm Phosphatlösung verdünnt worden. 
Innerhalb dieser Grenzen kann kein Einfluß bemerkt werden, sondern 
der Wert der Reaktionskonstanten bleibt sich gleich. Die Bestimmungen 
sind für zwei verschiedene pp ausgeführt, und die Werte auf die Kon- 

Biochemische Zeitschrift Band 133. 20 
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stanten variierten in den beiden Versuchen. Es kann folglich nicht 
die Enzymkonzentration sein, welche die obengenannten verschiedenen 
Werte der Inaktivierung verursacht. 

Besonders bemerkenswert ist die große Schutzwirkung der Stärke 
auf das Enzym. Diese ist für Malzamylase von Wohl und Glimm!\ 
untersucht worden. Die Spaltung der Stärke ist in meinen Versuchen 
stets bei 40° ausgeführt worden. Bei Abwesenheit der Stärke vermindert 
sich jedoch bei dieser Temperatur und bei allen Wasserstoffionen- 
konzentrationen die Amylasewirkung bedeutend. Man könnte aus diesem 
Grunde auch annehmen, daß das Phosphat, welches bei der Erhitzung 
in recht starker Konzentration vorhanden ist, zu der Inaktivierung 
beitragen könnte. Aus diesem Grunde sind Versuche mit schwächeren 
Phosphatkonzentrationen ausgeführt worden. In verschiedenen Proben 
wurden folgende Mengen 4proz. Phosphatlösung verwendet: 


I II III IV 
Phosphat. . . . 10 ccm 5 ccm 2,5 ccm l ccm 
H,O......- 5 ccm 7,5 ccm 9 ccm 


Erhitzung während 60 Minuten bei 40°; nach Beendigung derselben 
wurde zu den einzelnen Proben so viel Phosphatlösung zugesetzt, daß 
die Menge in jeder Probe 10 cem betrug, und darauf die Bestimmung 
der Amylasewirkung auf gewöhnliche Weise ausgeführt. Das in 
Tabelle XI angegebene Resultat zeigt, daß Phosphat keinen Einfluß 
auf die Amylasewirkung ausübt. 


Tabelle XII. 








PR a k 
D = 1 Pu D u ee 
Nr. 1 11 111 IV 
42—43 5.2 | 0.064 | 0.064 == | — 
£0, 83—85 DA 0,12 012 | 013 ! 0.12 


Es wurde ferner folgender Versuch ausgeführt: 
Das Enzym wurde mit 10 ecem Wasser ohne Phosphatzusatz erhitzt 


und erst nach der Erhitzung 10 cem Phosphat — pu = 5,2 — zu- 
gesetzt. Der Wert der Reaktionskonstante war 0,201 (Beilage 86); 
ohne vorhergehende Erhitzung wurde bei pyp = 5,2 der Wert 0,228 


erhalten. Der relative Wert der Reaktionskonstante nach der Er- 
hitzung ist 88.1. Die Wasserstoffionenkonzentration der verdünnten 
Enzymlösung wurde mit Indikatoren bestimmt und als vollkommen 
neutral befunden, nämlich mu = 7,0. Dibromsulfophthalein, dessen 
Umschlagspunkt zwischen p = 6.8 bis 7,6 liegt, zeigte z. B. eine grüne 
Farbe. Betrachtet man Abb. 2 daraufhin, eine wie große Inaktivierung 
bei pg = 7,0 und 40° eintritt, so erhält man den Wert 87,0, welcher 


1) Wohl und Glimm, diese Zeitschr. 27, 365, 1910. 
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mit dem in diesem Versuch erhaltenen gut übereinstimmt. Dies bildet 
also eine weitere Stütze für die Annahme, daß Phosphat irgendwelchen 
Einfluß nicht ausübt. Die verschiedenen Werte auf die Inaktivierung 
dürften also einer Verunreinigung zuzuschreiben sein, die in sehr kleinen 
Mengen vorkommt. 

Wenn man die Werte der ‚„Tötungstemperatur‘“ in der von Euler 
vorgeschlagenen Weise bei 60 Minuten Erhitzung und optimalem py 
berechnet, so erhält man rund 45°. Als optimaler py ist da 6,5 an- 
genommen, d. h. der Wert, welcher nach der Erhitzung Optimum ist. 


d) Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung. 


Für einige Enzyme gilt, daß die Inaktivierung durch die Er- 
hitzung monomolekular verläuft. Wenn E die ursprüngliche Kon- 
zentration des wirksamen Enzyms und y die während der Zeit t 
zerstörte Enzymmenge bezeichnet, so erhält man in diesem Falle 


dy 
welche Gleichung durch Integration 
l E 
ke = Ee 


ergibt. 

Nimmt man weiter an, daß die Geschwindigkeit der durch das 
Enzym katalysierten Reaktion proportional der Konzentration des 
wirksamen Enzymteiles ist, so ist E bestimmt durch die Reaktions- 
konstante E und man erhält 


l k 
k= -in f, 
t IN 
wo kt = die Reaktionskonstante nach der Erhitzung während der 


Zeit £ und ka ohne vorhergehende Erhitzung ist. A, bezeichnet den 
Inaktivierungskoeffizienten. Was Saccharase anbetrifft, so haben 
Euler und Laurin!) gefunden, daß die Inaktivierung bei steigender 
Erhitzungszeit langamer als nach dieser Formel vor sich geht, d. h., 
daß der Wert auf ke sinkt. Daß dies auch der Fall mit Malz- und Speichel- 
amylase ist, haben Ernströms Untersuchungen bewiesen. 

Was die Bohnenamylase anbetrifft, so stellen sich diese Ver- 
hältnisse etwas anders, wie aus den Tabellen XIII bis XV und Abb. 7 
hervorgeht. Bei der nach der Erhitzung optimalen Wasserstoffionen- 


konzentration mu = 6,5 sinkt die Inaktivierungskonstante bei ver- 
längerter Erhitzung nach und nach wie in den vorhererwähnten Unter- 


suchungen. DBegibt man sich dagegen in etwas saurere Gebiete wie 
Pu = 5.2 bis 6,0, so geschicht die Inaktivierung im Anfang sehr rasch. 


1) Euler und Laurin, Le 


20 * 
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Nach 20 bis 30 Minuten ist das Enzym bis auf einen bestimmten Wert 
inaktiviert, welcher jedoch nachher auch während einer längeren Er- 
hitzung konstant bleibt. Dieser konstante Wert ist für jede Wasser- 
stoffionenkonzentration verschieden. 

Die im vorhergehenden erwähnten Untersuchungen an Saccharase, 
Malz- und Speichelamylase sind nur bei optimalem pu ausgeführt. 





0 20 40 60 80 100 7120 MO 160 


Abb. 7. 


Es erübrigt also, zu bestimmen, inwiefern die Verhältnisse für diese 
Enzyme bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen denjenigen der 
Bohnenamylase gleichen. Die beiden von Ernström ausgeführten 
Versuchsserien zwecks Bestimmung des k,-Wertes für Malzamylase 
zeigen auch den großen Einfluß, den die Konzentration auf das Enzym 
hat. 























Tabelle XIII. 
pH = 5,2. 

k, 
Beilagen Minuten k, k; 100 —— =k rel 

Nr. | = East k, 

oi 0 S Ae 100 
46, 52 5 0,29 0,148 51,0 
46, 53 10 0,29 0,121 41,7 
35, 36 5 | 03 0,082 35,6 
35, 37 0008 0,071 30,8 
35, 38 30 0,23 0,078 34,0 
30, 31 30 0,103 0,036 35,0 
46, 50 60 | 0,29 0,104 35,9 
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Tabelle XIV. 


























PH = 6,0. 
SEH Minuten ' k, ' k, k rel. 
Nr. | t 
= ola toen w 
oam 5 | 0,260 0.178 | 68,5 
55, 57 10 | 0200 | 0,144 : 554 
4 ı B 0,263 0,151 ; 580 
32 30 0.094 0,050 | 53,2 
55, 58 30 0,260 | 0,133 51,1 
55, 59. om | 0,260 | 0,126 | 48,5 
66 | 90 0,190 ; 0,096 | 505 
67 © 105 ' 0190 , 009 | 495 
55, 60 ; 120 | 0,260 | 0,125 | 48,0 
Tabelle XV 
pu = 6,5 
Eg | Minuten | k | k rel. | k, 10% 
Ber Bee i == er "es | i Ee ks SE E | 
738 | O = 0172 wm" — 
79 | 30 0,129 | 75,0 41 
0,6 0,115 669 , 2 
81 = 100 oi | 587 ` 23 
82 | 150 0,085 495 ` 2 


e) Die Abhängigkeit des Inaktivierungskoeffizienten von 
der Temperatur. 

Wie aus der vorhergehend erwähnten Formel ke = T log pe er 

sichtlich, ist der Inaktivierungskoeffizient in hohem Maße von der 

Temperatur abhängig: Steigende Temperatur veranlaßt ein sehr 
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rasches Ansteigen, und bei der Temperatur, wo das Enzym vollständig 
zerstört ist, wird er unendlich groß. Solche Bestimmungen finden sich 
auch in den vorher angegebenen Arbeiten. 

In Tabelle XVI sind die mit Bohnenamylase erhaltenen Werte 
zusammengestellt. In den Abb. 8 bis 10 sind die Werte der Inakti- 
vierungskoeffizienten als Funktionen der Temperaturen eingezeichnet. 


ke:10° k.10* 
300 300 


250 





50 50 > 
j Li | 
30 30 “0 50 


Abb. 9. Abb. 10. 


Bei über 50° steigt der Wert des Koeffizienten besonders rasch. Je 
größere alkalische Reaktion die Lösung hat, desto schneller steigt 
der Wert mit der Temperatur. Hier sind auch die etwas abweichen- 
den Werte zu beachten, die mit den verschiedenen Präparaten er- 
halten wurden. 








Tabelle XVI. 
u PH RN 300 350 400 450 200 550 ur a 
e—13 1/52 0 — (0,00370,0051 0,0085 0,0142 0,0316| oo| |}; 
(5,2 - — 0,0088 — — — Jee? 
41—651 5,2 0.0014 0.0042 0.0059 0.0075 0,0088 — — |<. y 
61 5,2 0.0043 — ai i Sen — Leit? 
14—18 6.0 — 0.0003 0.0021 0.0077 0.0103 0.0304 — I 
25 6.0 —_ = - 0.0068 — sem JL Ze II 
65, 72,59 6,0 0 0,0022 0,0052 — — |— V, VI 
45, 19, 26, 33 | 6,5 ni - 0,0014 0.0042 0,0096 0,0284 — V,LILII 
27,20, 21,28 | 7,0 0 0,0010 0.0057 0,0171 — '— I. H 
20, 22,23 17,5 — 0,0005 0,0029 0.0224 — — — II, I 
73,40, 34 80 0 0,0031 0,0137 - — — j—| VLII 


f) Die Temperaturkoeffizienten der Inaktivierungs- 
konstanten. 


Euler und Laurin haben für Saccharase die Arrheniussche Kon- 
stante A der Inaktivierung, also die Temperaturkonstante des Koeffi- 
zienten k. für verschiedene py berechnet. Sie fanden die Werte zwischen 
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50000 und 111000 liegend. Temperaturkoeffizienten dieser Größe 
sind bei chemischen Reaktionen sehr selten. Die bestimmten A-Werte 
liegen im allgemeinen zwischen 10000 und 30000, diejenigen der enzy- 
matischen Reaktionen zwischen 5000 und 20000. Sie haben weiter 
gefunden, daß die Temperaturkoeffizienten der Saccharaseinaktivierung 
bei der Azidität von pu = 4 bis 5 ein ausgeprägtes Maximum der Stabi- 
lität aufweist. Dieses Maximum fällt fast vollkommen mit dem Azi- 
ditätsmaximum der Stabilität der Saccharase zusammen. 











Tabelle XVII. 
PH | 35 — 400 | 40 — 450 | 45 —£00 EO =— 5859 
5,2 11 200 l 20 300 | 21 000 33 900 
6,0 as = | — 46 000 
6.5 — 43 800 ! 34 000 46 100 
7,0 _ | 69 500 | 45 200 — 
7,5 67 900 81 500 | — — 
8,0 57 500 = | ne en 


Berechnet man A aus den Werten von k. in Tabelle XVI, so erhält 
man die Resultate, die in Tabelle XVII angegeben sind. Betreffend 
ihren Ziffernwert sind diese bedeutend kleiner als die, welche man 
mit Saccharase erhält. Während die Amylase ihre größte Tempe- 
raturstabilität bei po = 6,5 bis 7,0 hat, so erreicht A, also der 
Temperaturkoeffizient der Inaktivierungskonstante, seine höchsten 
Werte bei etwas verstärkter alkalischer Reaktion, nämlich bei pg = 7,5, 
soweit es aus der Tabelle herauszulesen möglich war. 


g) Der Einfluß des Kochsalzes. 


Bereits sehr früh wurde die Entdeckung gemacht, daß anorganische 
Salze im höchsten Grade aktivierend auf Ptyalin einwirken. Laut 
Michaelis und Pechstein!) kann das Ptyalin nur bei Anwesenheit von 
Salzen wirken, mit welchen es Verbindungen eingeht. Besonders 
wirksam ist NaCl. Malzamylase wird dagegen von diesem Salz nicht 





Tabelle XVIII. 
Dn = 6,5. 
Ee m meee | 

Beilagen NaCl f , j 

Nr. | "a | e | i 
62, e 0 0,210 0,166 

63 | 0,25 0,209 = 
69 0,75 | == 0.162 
70 , 1,00 = 0,168 


1) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 58, 77, 1914. 
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aktiviert. Bei Konzentrationen über 1°, wird das Spaltungsvermögen 
allmählich herabgesetzt. Was Bohnenamylase anbelangt, so übt NaCl 
hier keinen Einfluß auf das Verzuckerungsvermögen aus. lproz. NaCl 


Tabelle XIX. 


| k rnit 


Beilagen k ohne 
Nr. | Pir Na Cl 1%, NaCl 
74. 75 5.2 0,103 0.110 
76 6,0 0,094 0091 
68, 70 6.5 0,166 | 0,168 
77 7,0 I 0068 | 0,069 


hat keine Einwirkung auf den Wert der Reaktionskonstante unab- 
hängig von der Azidität. Dies geht aus den Tabellen XVII und 
XIX hervor. 


ö. Das Verschwinden der Stärkereaktion. 


Bei der enzymatischen Spaltung von Stärke verläuft die erste 
Phase, die Verkleisterung, bedeutend rascher als die Zuckerbildung. 
Wenn 1 cem Enzymlösung in einer halben Stunde die Stärke so weit 
spaltet, daß die Lösung mit Jod eine gelbe oder schwach rötliche Farbe 
erhält, so dauert es doch zehnmal so lange, ehe die gebildete Zucker- 
menge 75%, der theoretischen Menge erreicht. Wie vorher erwähnt, 
hört die Zuckerbildung dann beinahe vollständig auf. Wenn man sich 
denkt, daß die Enzyme, die die Reaktion verursachen, unabhängig 
voneinander wirken, so sollte wegen der verschiedenen Geschwindig- 
keiten, mit welchen die Reaktionen verlaufen, eine kleine Änderung 
des Verkleisterungsvermögens eigentlich keinen Einfluß auf das Ver- 
zuckerungsvermögen haben. 

Eine direkte Bestimmung der Verkleisterungsgeschwindigkeit ist 
von mir nicht ausgeführt worden, sondern es wurde nur die Zeit 
bestimmt, die benötigt wird, bis eine bestimmte Menge Stärke voll- 
ständig zu Dextrin oder niedrigem Kohlehydrat gespalten ist. Arbeitet 
man da bei einem pu, bei dem z. B. nicht alle Stärke gespalten wird 
oder die Spaltung schr langsam verläuft, so wird die obengenannte 
Methode ergeben, daß keine Reaktion vor sich geht, und man erhält, 
irreführende Resultate. Dies muß bei dem Vergleich der beiden 
Spaltungsstadien beachtet werden. 

Es ist auch zu bemerken, daß die Mengenverhältnisse zwischen 
Enzym und Stärke etwas verschieden bei der Bestimmung des Ver- 
schwindens der Stärkereaktion und des Verzuckerungsvermögens ge- 
wesen sind. In dem erstgenannten Falle kommt auf 0,04 bis 0,2 g 
Stärke 0,5 bis ] cem Enzym, im letzteren 0,5 bis 2 cem Enzym auf 
0,5 g Stärke. 
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a) Der Einfluß der Azidität. 


Auch hier galt es zuerst zu bestimmen, innerhalb welcher Azi- 
ditätserenzen die Reaktion vor sich gehen kann. Die Resultate, die 
aus Tabelle XX ersichtlich sind, zeigen, daß das Optimum für die 
Reaktion bedeutend breiter als bei der Verzuckerung ist, aber in 
demselben Gebiet im Verhältnis zur Weasserstoffionenkonzentration 
liegt. Die Kurven für die beiden Reaktionen (Abb. 1) haben voll- 
ständig dieselbe Form im ru-Diagramm, doch geht die mit der Jod- 
methode erhaltene außerhalb der, welche für die Verzuckerung gilt. 
Die erstgenannte Reaktion erreicht Null erst. bei pa = 10. Die Ver- 
schiebung nach der alkalischen Seite zu entspricht einer Toleranz 
von beinahe zehnmal so großer Hydroxylionenkonzentration. 














__Tabelle XX. 

Eé | Pu E d = dra d | d rel. 
104 45 KE: = = 029 100 
ww 52 0,35 103 a 2 

101, 105 ` 56 ER 940 0008 96,5 
102 | 60 0,34 100 = | = 
vm | 65 | 0,33 gun ` Si | = 
106 TI 70 | = ee 03 86.2 
KOCH = = 022 76.0 
108 80 — = 015 51,7 
wm © 90 a. = 0075 |! 2358 
(un © 100 a = o | 0 


Bei der Berechnung der Werte in folgenden Versuchen sind auch 
hier gleichwie bei der Verzuckerung die Konstanten für die verschiedenen 
Tu aus dieser Kurve berechnet und in jeder Versuchsserie nur die Kon- 
stante für einen py-Wert experimentell bestimmt. 


b) Bestimmung der Temperaturkoeffizienten. 


Die Geschwindigkeit, mit welcher die Stärke verschwindet, ist bei 
drei verschiedenen Temperaturen untersucht worden (Tab. XXIu.XXII). 
Berechnet man hieraus Arrhenius’ Konstante A, so erhält man im großen 
und ganzen dieselben Werte für das Temperaturgebiet 20 bis 40°, nämlich 
9500. Dieser Wert stimmt überein mit dem bei der Verzuckerung er- 
haltenen bei 20 bis 30°. Eine Erhöhung der Temperatur innerhalb dieser 
Grerzen um 10° macht den Wert auf die Konstante 1,65mal größer. 











Tabelle XXI. Tabelle XXII. 
Beilagen T A aca Beilagen ; Temperatur- kı | A 
Nr. a He Nr. i gebiet | k2 
139 20, 50 o 36.6 139, 140 20 — 30 1,67 | 9600 
140 30, d | 61.0 140, 141 © 30—40 > 1.64 ` 9400 


HI | 400 — 10 139, 141 20—40 — , 9500 
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ei Die Abhängigkeit der Temperaturempfindlichkeit von 
der Azidität. 


Die Methodik ist im allgemeinen dieselbe wie vorher beschrieben. 
5cem Enzym + l5ccm 4proz. Phosphatlösung wurden zusammen 
bei der gewünschten Temperatur erhitzt, nach bestimmter Zeit ab- 
gekühlt und 4 cem der obengenannten Mischung in je eine der fünf 
Reagenzröhren, welche bereits 16ccm Stärkelösung verschiedener 
Konzentration enthielten, gegeben (s. S. 304). 

Die Resultate sind in Tabelle XXIII und Abb. 11 enthalten. 
Die Zahlen geben die relativen Konstanten, d.h. das Verhältnis zwischen 
der Reaktionskonstante nach der Erhitzung und ohne Erhitzung wieder. 


/ Zi 





Abb. 1. 


Die Erhitzung dauerte 60 Minuten. Auch hier liegt eine deutliche 
Verschiebung des Stabilitätsmaximums vor. Dieses liegt nach der 
Erhitzung bei pyu = 6,5 bis 7. Die Form der Kurven bei den beiden 
Reaktionen ist im allgemeinen dieselbe, doch ist zu beachten, daß die 
abwärtsgehenden Kurventeile auf der sauren Seite hier etwas steiler sind. 


' Tabelle XXIII. 








Beilagen 


sn Du am am 3 | wu am. 

127. 114 4.5 38.7 — —— 0 — — 

126, 112. 113 52 806 280 — r“ Aa a 
128, 158 An 100 — 700 ` — — — — 
148.115 ou Dä 3716 — — 

129 ou — — = %8 — a 

116, 117, 130 tee a Ba oe 
150 68 Ss em e ës 

= © 118, 131,119 === 819 500 © 
132" 159.120 133.121 75 — , 104 ; 100 Bl 456 0 
L T34, 122,123,160 an 10 gon — 506 182 — 


_ 135,124 9.0 190.540 = 


| 
| 


3 ` 
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Zeichnet man die Kurven in einem System mit der Temperatur 
als Abszissen und die relativen Konstanten als Ordinaten (Abb. 12 
und 13), so sieht man, daß diese Kurven bei fast allen Wasserstoffionen- 
konzentrationen dieselbe Neigung haben und sehr steil abfallen. Eine 
Erhöhung der Temperatur um 10°, gerechnet von der niedrigsten, 
die einen schädlichen Einfluß hat, zerstört das Enzym vollständig. 


LJ: IND 
TERN "TErLNND 
HAIR HRE 


ANNA 
= IA 
A 





Die verschiedene Neigung, die die Kurven hier im Verhältnis 
zu denen bei der Verzuckerung bei z. B. pa = 5,2 haben, dürfte aus 
den vorhererwähnten Gründen damit erklärt werden können, daß 
Zucker noch bei ciner Temperatur gebildet wird, wo die Stärkespaltung 
nicht vollständig ist oder so langsam verläuft, daß sie mit den an- 
gewandten Methoden nicht bestimmt werden kann. Wird die ,Tötungs- 
temperatur“ für pg = 7,0 berechnet, wo die Enzymwirkung nach 
der Erhitzung am größten ist, erhält man ungefähr 45°, also dieselbe 
Temperatur wie bei der Verzuckerung. 

Auch hier ist ein Versuch ausgeführt worden, um festzustellen, 
einen wie großen Einfluß die Konzentrationen während der Erhitzung 
auf die Inaktivierung ausüben. Auf l cem Enzym wurden teils wie 
gewöhnlich 3 ccm Phosphatlösung, teils 3 cem Phosphatlösung und 
6 ccm Wasser genommen und die Mischung 60 Minuten bei 40° erhitzt. 
pu = 6,5. In beiden Fällen wurden exakt gleiche Werte auf d, nämlich 
0,24 (Beilagen 169 und 170) erhalten. Die Konzentration des Enzyms 
während der Erhitzung kann also sehr variieren, ohne daß sich der 
Grad der Inaktivierung verändert. 
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d) Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung. 


Versuche betreffend die Geschwindigkeit, mit welcher die In- 
aktivierung vor sich geht, sind nach der Erhitzung bei 40° bei opti- 
malem pn - Wort = 6,5 und bei 30° bei mn = 5,2 ausgeführt 
worden (Tabelle XXIV u. XXV, 
Abb. 14). Die Kurven erreichen 
hier innerhalb der Versuchszeit 
keinen konstanten Wert. Be- 
rechnet man den Wert von k 
nach der Gleichung 

D 
Ei 
so wird dieser recht konstant für 
me = 6,5, ausgenommen den 
ersten Wert. Hier scheint die 
Inaktivierung also im großen 
und ganzen monomolekular zu 
verlaufen. Bei me = 5,2 ist 
der Wert von k. mit Ausnahme 
des ersten auch ziemlich kon- 
stant, wenn auch die Überein- 
stimmung nicht so gut ist. 


| R log 





























Tabelle XXIV. 
pu = 6,5 
Gas, DE e E g T Fe 
Nr. ‚ Minuten | ka | k, k, 100 k IO 
136, 137 5 "wan | 027,900 30 
152, 153 30 j 0,36 030 | 834 | 21 
136, 138 45 0,30 | 04 80,0 25 
149, 150 60 | 04 0,31 | 755 20 
117 60 > 02 | 018 75,0 21 
152, 154 90 | 0,36 0,24 66,6 20 
152, 155 90 036 | 025 | 695 18 
149, 151 120 0,41 023 56,1 21 
152, 156 150 0.36 0.19 52,7 19 
Tabelle XXV 
pu = 5,2. 
i | a 
nn Minuten | k | k, — 100 k,. 10% 
Nr. | a | k e 

e eu e De gëf gn Eet, Se e Ss ease Së ege kën S " e D e We E pe = pe ee 
163, 164 5 ` 02 ` 02 8415 ! M84 
163, 165 20 0.26 OI 576 79 
111, 112 60 0,25 0,070 280 | 92 


163, 166 100 06° 004l 15,8 80 
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e) Die Abhängigkeit der Inaktivierungskoeffizienten von 
der Temperatur. 


In Tabelle XXVI sind die Werte, die nach 60 Minuten Erhitzung 
aif ke bei verschiedenen Temperaturen und Wasserstoffionenkonzen- 
trationen erhalten wurden, angegeben. Der Wert von k, steigt besonders 
rasch mit steigender Temperatur. Der erste Teil der Stärkespaltung 
ist etwas empfindlicher gegen den Einfluß der Temperatur als das 
Verzuckerungsvermögen. Bereits bei 50° ist die Enzymwirkung bei 
allen Wasserstoffionenkonzentrationen vollständig aufgehoben. 

















Tabelle XXVI. 

son | | 250 300 | 350 | 400 | 450 | 500 

o a EN 1 en l 
126, 112, 113 52 00016 00092 — œ = = 
148, 115 6,0 = — 00007 0,0071; — : — 
129 60 — — ` 0,0002: — de 
116, 117, 130 65 — 0 — 0,0021 , 0,0061 ` — 
150 6,5 = = — ; 0,0020, — | — 
118, 131, 119 7,0 = — ' — | 00015 . 0,0050] œ 
132, 159, 120, 133, 121 7,5 ` — 00 | 0,0033. 0,0057; œ 
134, 122, 123, 160 80 | 0 00011; — ! 0,0048 | 0,0123; — 


f) Die Temperaturkoeffizienten der Inaktivierungs- 
konstanten. l 
Wird der Wert von A in der Arrheniusschen Temperaturformel 
für die Inaktivierungskonstante k. innerhalb der Temperaturgrenze 
40 bis 45° bei verschiedenen po berechnet, so erhält man die unten- 
stehenden Werte. 


Tabelle XXVII. 


PH A 

6,5 44 500 
7,0 \ 48 000 
8,0 | 37600 


A ist hier derselben Größenordnung wie bei der Bestimmung des 
Verzuckerangsvermögens. Die Werte variieren etwas mit den Wasser- 
stoffionenkonzentrationen. Bei py = 7 erreicht A seinen höchsten Wert. 


g) Der Einfluß des Kochsalzes. 


Wenn auch NaCl in lproz. Lösungen keinen Einfluß auf das 
Verzuckerungsvermögen hat, so konnte doch ein solcher bei der An- 
wendung der Jodmethode beobachtet werden. Bei pa = 5,2 ist bereits 
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ein Einfluß von 0,125proz. NaCl deutlich, derselbe steigt dann mit 
erhöhtem Natriumchloridgehalt (Tabelle XXVIII) und verhält sich 
hier ebenso wie es der Fall war bei Malzamylase in inaktivierender 
Richtung. In Tabelle XXIX sind die Werte, die mit lproz. NaCl 
bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen erhalten wurden, 
angegeben. Dieser Einfluß ist sichtlich etwas abhängig von der Azi- 
dität und scheint ein Minimum bei pu = 7 zu haben, demselben Puy, 
wo das Enzym am stabilsten gegen Erhitzung ist. 


Tabelle XXVIII. 



































pu = 5,2. 
echte A ege De ) Se 
Beilagen a NaCl | | f Beilagen Na CI l 
Nr. 0, | k i k, re, Nr. | o, | k | k, rel. 
= e? E SE ee "H ees | ee 
142 | 0 0,42 | 100 145 0,500 | 0,34 : 81,0 
143 | 0,125 | 041 97,6 146 | 0,750 ` 0,32 | 76.1 
144 | 0250 | 0,39 | 93,0 147 | 100 | 0,29 | 69,0 
Tabelle XXIX. 
Bin hn In Sa 
Nr. PH | ohne NaCl | 1 Dia NaCl | „rl 
142, 47 52 | 02 | 029 69,0 
157, 161 60 | 020 | 0,15 75,0 
67:65 ; 025 0,19 76,0 
162 ou | om | 0,14 82,5 


6. Zusammenfassung. 


Vergleicht man die beiden Phasen der Stärkebildung miteinander, 
so findet man eine Reihe von Verschiedenheiten in deren Verhalten 
bei verschiedenen Behandlungen. War es ein und dasselbe Enzym. 
welches sowohl die Stärkeverkleisterung wie die Verzuckerung kata- 
lysierte, so sollte cigentlich das Verhältnis zwischen den Geschwindig- 
keiten der beiden Reaktionen stets dasselbe sein. Wie aus Tabelle I 
ersichtlich, ist in fünf der untersuchten Präparate der Wert auf das 
Verhältnis d/k = 2. In den zwei übrigen Fällen wurden andere Werte 
erhalten. Daß in so vielen Fällen eine Übereinstimmung vorhanden 
war, kann darauf beruhen, daß die Enzymlösung aus Keimpflanzen 
bereitet wurde, die sich im allgemeinen im gleichen Entwicklungs- 
stadium befanden. Die Variationen, die die einzelnen Exemplare 
in der Enzymwirkung aufweisen, sind dadurch ausgeglichen worden, 
daß eine große Anzahl von Pflanzen zu jeder Lösung genommen 
wurde. Das Verhältnis des Verkleisterungsvermögens während der 
Keimung ist nicht untersucht worden, es ist aber glaubhaft, daß das- 
selbe sich im allgemeinen wie das Verzuckerungsvermögen verhält, 


Temperaturempfindlichkeit der Amylase von Phaseolus vulgaris. 319 


wenn es sich auch nicht vollkommen parallel demselben entwickelt. 
Hierauf deuten die vorher erwähnten Arbeiten von Chrzaszcz. In 
gleichalten Keimpflanzen sollte folglich das Verhältnis zwischen Ver- 
kleisterungs- und Verzuckerungsvermögen im allgemeinen gleich sein. 
Daß in einigen Fällen doch ganz andere Werte auf das Verhältnis der 
Reaktionskonstante erreicht wurden, deutet darauf hin, daß diese 
beiden Reaktionen jede von ihrem speziellen Enzym katalysiert werden. 

Diese beiden Enzyme haben ein Optimum der Wirkung bei gleicher 
Wasserstoffionenkonzentration, was auch ganz natürlich ist, da sie 
ständig ihre Wirkung gleichzeitig in derselben Lösung ausüben. Voll- 
kommen übereinstimmend sind sie jedoch nicht in ihrem Verhältnis 
zur Azidität. 

Die Temperaturkonstante A in Arrhenius’ Formel ist für beide 
Enzyme von derselben Größenordnung. Im ersten Stadium der Stärke- 
spaltung ist sie jedoch innerhalb größerer Temperaturgrenzen konstant. 

Wie aus dem Vorhergehenden ersichtlich, sind die beiden Enzyme 
bei Abwesenheit der Schutzsubstanzen besonders empfindlich gegen: 
Erwärmung. Für beide ändert sich die Wasserstoffionenkonzentration, 
wo die Wirkung am größten ist, durch Erhitzung nach der alkalischen 
Seite zu. Die in Abb. 2 und 10 dargestellten Kurven haben im großen 
und ganzen den gleichen Verlauf, aber, besonders wenn man sich nach 
den Wasserstoffionenkonzentrationen zu ein Stück vom Optimum 
entfernt, ist das Verhältnis d’k nicht mehr konstant. Auf der sauren 
Seite ist es kleiner als 2 und auf der alkalischen größer. Dies dürfte 
jedoch teilweise der verschieden guten Genauigkeit der Methoden zu- 
geschrieben werden können. Dicse kann wiederum auch die Ursache 
davon sein, daß die Resultate mit der Jodmethode empfindlicher für 
die Temperatur als die mit: Reduktionsmethode erscheinen. Bei 
pu = 5,2 erreicht man z. B. mit der Jodmethode nach einer Stunde 
Erhitzung auf 40° keine Reaktion. Dagegen beträgt das Verzuckerungs- 
vermögen 35% des ursprünglichen. Dies muß darauf beruhen, daß 
ein Teil Stärke gespalten wird, daß aber die Reaktion sa langsam 
verläuft, daß nicht sämtliche Stärke während der Versuchszeit ge- 
spalten wird. Die Geschwindigkeit, mit welcher die Inaktivierune. 
veranlaßt durch die Erhitzung, vor sich geht, ist auch für beide Reak- 
tionen verschieden. Während die Tnaktivierung des Verkleisterungs- 
vermögens im allgemeinen monomolekular verläuft, geht die Inakti- 
vierung des Verzuckerungsvermögens im Anfang recht rasch vor sieh 
und erreicht dann einen konstanten Wert. Die ‚„Tötungstemperatur'' 
ist für beide Reaktionen gleich und liegt bei 45°. 

Das Verhältnis des Inaktivierungskoeffizienten zu Temperatur 
und Azidität ist abhängig von den gleichen Ursachen, wie sie für die 
Temperaturempfindlichkeit besprochen wurden. 
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Schließlich ist der Einfluß des Kochsalzes auf die beiden Reak- 
tionen verschieden. Die Verkleisterung wird bei kleinen Mengen NaCl 
inaktiviert, während die Verzuckerung keine Empfindlichkeit gegen 
den Einfluß des Kochsalzes in 1l proz. Lösungen aufweist. 

Auf Grund dieser Umstände dürfte man glauben können, daß 
die Verkleisterung und die Verzuckerung von verschiedenen Enzymen 
katalysiert werden, welche jedoch in vielen Hinsichten die gleichen 
Eigenschaften aufweisen. Ein Vergleich mit Malzamylase ergibt große 
Unterschiede, besonders in der Temperaturempfindlichkeit. Bei opti- 
malem pg liegt die „Tötungstemperstur“ für Malzamylase etwa 10° 
höher als für Bohnenamylase. 


Nachstehend folgt eine Zusammenfassung der erhaltenen Resultate: 


l. Bei der Bestimmung der Bohnenamylasewirkung im Phosphat- 
gemisch bei 40° wurde die Lage der optimalen Reaktion zu py = 5 
gefunden. Die optimale Zone erstreckte sich für das Verzuckerungs- 
vermögen von Py = 5,0 bis 5,5, für das Stärkeverschwinden von etwa 

2. Die Amylase behält einen Teil ihrer Wirksamkeit noch bei 0°C. 
Für das Verzuckerungsvermögen sinkt der Wert des Temperatur- 
koeffizienten bei Erhöhung der Temperatur. Der Koeffizient 4 der 
Arrheniusschen Temperaturformel hat im Gebiet von O bis 20° einen 
Wert von etwa 10000, 20 bis 30° 9400 und 30 bis 40° 6700. Für das 
Stärkeverschwinden ist der Temperaturkoeffizient zwischen 20 und 
40° ziemlich konstant. Der Wert von A ist zwischen 20 bis 30° 9600 
und 30 bis 40° 9400. 

3. Die Amylase ist im Phosphatgemisch als Puffer gegen Er- 
hitzung am stabilsten bei pa = 6,5 bis 7,0, also in etwas mehr alka- 
lischer Lösung als der maximalen Wirkung entspricht. 

4. Die Inaktivierung der Amylase ist bei optimalem py nach 
einer 60 Minuten langen Erhitzung auf 35° schr gering. Nach einer 
einstündigen Erhitzung auf 55° ist die Aktivität auf Null gesunken. 
Bei anderen Wasserstoffionenkonzentrationen beginnt die Inaktivierung 
bei niedrigeren Temperaturen und wird früher vollständig. 


5. Die Inaktivierung des Verzuckerungsvermögens verläuft nicht 
als monomolekulare Reaktion. Die Inaktivierung geht zuerst sehr 
schnell vor sich, bis sie einen gewissen Wert erreicht hat, wonach die 
Amylasewirkung nicht mehr verändert wird. Die Inaktivierung des 
Stärkeverschwindens verläuft aber im großen und ganzen nach der 
Formel für monomolekulare Reaktionen. 

6. Eine Veränderung der Enzymkonzentration während der Er- 
hitzung auf den fünffachen Wert übt keine Einwirkung auf die In- 
aktivierung aus. Die Phosphatkonzentration ist auch ohne Einfluß. 
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7. Der Wert der Arrheniusschen Temperaturkonstante A für die 
Temperaturkoeffizienten k. liegt im Gebiet von 35 bis 55° zwischen 
11000 und 80000. Er ist von der Wasserstoffionenkonzentration sehr 
abhängig und erreicht ein Maximum bei pyu = 7,5. 

8. Die Tötungstemperatur der Amylase liegt bei optimalem Py 
bei 45°. 

9. Die Amylasewirkung ist von Kochsalz in niedrigen Konzen- 
trationen nicht abhängig. In einer 0,25proz. Kochsalzlösung nimmt 
die Wirkung ein wenig ab und wird bei höheren Konzentrationen mehr 
und mehr vermindert. Dies betrifft das Verschwinden der Stärke- 
reaktion; l proz. Kochsalzlösung übt auf das Verzuckerungsvermögen 
keinen Einfluß aus. 


Zum Schluß ist es mir eine angenehme Pflicht, meinem Lehrer, Herrn 
Prof. H. v. Euler, der mir sowohl die Anregung zu dieser Arbeit gegeben, 
als mir auch bei der Ausführung mit seinem Rat beigestanden hat, meinen 
ergebensten Dank auszusprechen. Auch Herrn Prof. N. G. Lagerherm 
erlaube ich mir meinen Dank abzustatten für das freundliche Entgegen- 
kommen und die Erlaubnis, im Gewächshause des Botanischen Instituts 
meine Kulturen ausführen zu dürfen. 
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113 60 Minuten auf 40° so o 
erhitzt. De = 5,2. | 

11460 Minuten auf 40° | 180 d 
_ erhitzt. Pa = 4,5 | 

115 60 Minuten auf 40° 20 

erhitzt. Pg = 6,0. A0 

| de 


116 60 Minuten auf 2001 10 
| erhitzt. Pg = 6,5. | 15 
20 

30 


e 60 Minuten auf 40915 
| erhitzt. pn = 6,5. || 20 

i 25 
30 


Sc 60 Minuten auf 40° "18 
| erhitzt. pg = 7,0. || 20 

25 

30 

















119 60 Minuten auf 50° |1200 
erhitzt. pp = 7,0. 

120 60 Minuten auf 40° | 20 

| erhitzt. pa = 7,5. || 30 

| 40 

| 60 

e 60 Minuten auf 50° 120, 
| erhitzt. pp = 7,5. 

122 60 Minuten auf 30° | 30 

| erhitzt. pg = 8,0. || 40 

| 60 

123 60 Minuten auf a d 20 

erhitzt. pg 40 | 

e 60 

90 

124 60 Minuten auf 30° | 80 

erhitzt. Pg = 9,0. 120 

180 














20 0,20 Rel. Im 
40 | 27 %,-0 
45 3 
80 27 

0,24 


2,0 0,13 "Bel, 75,0 
40 20 'k,= 0,0021 









































Versuchsreihe 21. 


Amylaselösung V. 
| 125 Nicht erhitzt. | 10 


pp = 522. 


| | 
126 60 Minuten auf 25° | 10 
| erhitzt. pu = 5,2. || 15 

20 


| 


50 | 20 
6,0 20 | 

0,18 
2,0 0,13 Rel. 81,9 
40 | 20 k,=0,0015 
50 | 20 
GEI 

0,18 
0 0 "Bel 0 

` Ke 
2,0 0,10 "Bel, 63,1 
3,5 | 12 %,=0,0033 
45| 11 
16:| 18 

0,12 
0 | 0 "Bel, 0 

| LEE 
3,0 0,10 Rel. 85,6 
5,0 | 13 %,= 0,0011 
7,5 | 13 | 

0,12 | 
2,0 (0,067 Rel. 50,6 
2,5 | 63 %,= 0,0048 
45| 75 
70| 78 
2,5 0.031 Rel. 54,0 
33) 
70; 39 

0,034 

Leem. 


6,0 [0,60 "Bei. 100 
95 | 63 


0,62 
5,0 10,50 "Bel, 80,6 
8.0 | 53 |k,= 0,0016 
95 A8 





0,50 
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Nr. Vorbehandlung 
gi 
| 


127 60 Minuten auf 25° 
erhitzt. py == 4,9. 





128 60 Minuten auf 25° 


erhitzt. PH ee 5.0. 


129 60 Minuten auf 35° 
erhitzt. PH ae: D L 


130 60 Minuten auf 45° 


erhitzt. Du `" 6,3. 


131 60 Minuten auf 45° | 
erhitzt. pn — 7,0. 


132 60 Minuten auf 30° 
erhitzt. py == 1,5. 


133 60 Minuten auf 45° 


fm ` ge 


erhitzt. pu = 1.5. 


134 60 Minuten auf 25° 


erhitzt. PH es 8.0. 


135 60 Minuten auf 25° 


erhitzt. ? = 9.0. < 


Versuchsreihe 
Amylaselosung V. 


136 Nicht erhitzt. 
| Pu 62. 


137.15 Minuten auf 40° 


erhitzt. Du =: 6,8. 





' Minuten 
ecm 
‚Stärkelös, 
in limes 


0.27 Rel. 38,7 


Va 
© 


> 


| 0.60 Rel. 100 


0.650 Rel. 96,8 
60 k= 0,0002 


0,20 Rel. 434 
27 k,= 0,0061 


0.20 Rel. 50.0 
27 k= 0,0050 


5 0.45 Rel. 104 


0,18 Rel. 45.6 
23 k,= 0.0057 


033 Rel. 100 


Ken Sa 
CO än © 


~ 


'0.13 Rel. 100 


SI 20 0 
OO 


HI 


0.30 Rel. 109 


t 


28 k = 0,0030 


Ne 
go 


Vorbehandlung 


138 45 Minuten anf Am 15; 3, 
erhitzt. pp 6.5. 20 A. 

j 7 

d 





Minuten 
CEM 

.Starkelös. 

in limes 





| 


5 
5 
A 25 
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Versuchsreihe 23. 


Amylaselosung V. Leem. 


40,09, PH SC? 


Reaktionstemper. | 15 20 OI? 


20,5, pr 56. 20 30 I5 


30 50 1 
40 60 5 
0.15 


30,0%. pu A8 10, 2,0 0.20 Reti 


15! 40 2 
ou an 2B 


0.25 


56.5120 040 Rd. 1 


10 40 40 
15 ou 40 
20 90 A 


Versuchsreihe 24. 


Amxylaselösung VI. 1 eem. 


"Nicht erhitzt. | 10 40 0,40 
Du = OR. 15 6.0 40 
20 90 4 
| 0,42 
3 0.125% Na CL 10 40 040 Del 
Du" 5.2: 15 5.5 37 
20 90 45 
041 
0,25%, Na CL | 10. 3,5 0,35 Rel 
Pu =: 5,2. 15 60 40 
| ' 0,39 
0,50%, Na Cl. 10. 3.0 0,30 Rel. ` 
20 7,5 Bo 
| 0,34 
0,75%, Na CL 10 20 0,30 Bel 
H = 5,2. 15 50, 33 


20 6,5; 33 
0,32 


0.23 Rel. a 
23 k = 
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Temperaturempfindlichkeit der Amylase von Phaseolus vulgaris. 







































































eg | F m | fan] ai D 
S 2223 ; z 2 „Š: | rech- 
T. Vorbehandlung ` S SE eege A Vorbebandlung = SE) d Se 
EE WE D EE EE l 
VC Un, Na Cl. 10:25 0,25 Rel .69,0 156 150 Minuten auf 40° 15| 3.0 0,20 Wal. 52.7 
Du 22. ‚15 40; 27 erhitzt, pu — DA. EI 35 18 k.= 0,0019 
20,60 30 | 20 53,5 181 
3095| 32 0.19 | 
l | 0,29 
| ; ! 
he ga Aë ST Meder Versuchsreihe 26. 
SE LINKEN u 2 déen | BE tel. a Amvlaselösung VII. 1 cem. 
erhitzt. pu BAL 15. 5,5 | 38 k,= 0,0007 i i 
20 70, 35 157 Nicht erhitzt. 15, 20 0,13 el, 100 
| Ko pu DP. ‘20; 40 j 20 
deep l | 25| 55| 22 
49 Nicht erhitzt. “10 z Wen Rel. 100 20 70 23 | 
PH =. 6 D. 15 A 40 | ne 
äu oa 43, | | 0,20 
oo TOAL ale e 
ua 158 60 Minuten auf 30% 20, 25 0,13 |Rel. 70,0 
30. 69 Minuten auf 40° 10| 3,0 |C,30 Rel. 75.5 erhitzt. py -= 5,6. 35 14 
erhitzt. pp 65. 15) 45 30 k,= 0,0020 Ei 45. 15 
20.65 | 33 | | | 0,14 
30,95! 32 l | 
dt SS 159.60 Minuten auf 35°.120| 25 ‚0,13 Rel. 100 
51 120 Minuten anf 40° 10, 20 0,20 Rel. 56.1 Mu p A N | e ka 
erhitzt. pp 6,5. 15| 35 | 23 E- 0,0021 au | 
; “ | A 
E ei 24 | | | 
E 23 | 160 60 Minuten auf 45° 120 2,0 0.017 Re 18.2 
s ` erhitzt. pu- 8.0.1150) 3,0 | 20 k= 0.0123 
Versuchsreihe 25. ‘180 4,0 22 
Amylaselðsung VI 1 cem. | | | 0,020, 
52 Nicht erhitzt. '10 35 Kr 35 Rel, 100 S | 
Pu DA 15 55 37. | 161 Nicht erhitzt. | 20: 3,0 0,15 Rel. 75,0 
"20 70 35 1,00%, Na CL i 25135. 14 
25 | 95 38 i PH SE 6,0. 30 4.5 j i 15 
036 | 40] Dä In, 
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53 39 Minuten auf 40’ 10: 25 0,25 'Rel. 83.4 | | | i 
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164 5 Minuten auf 300 
erhitzt. mu — 5.2. 


165 


166 


Vorbehandlung 


30 Minuten auf 30° 
erhitzt. Du 5,2. 


100 Minuten auf 30" 
erhitzt. pu — 9.2. 


Nicht erhitzt. 
1.00%, Na CL 
6.5. 


Pu 


l, 


16, 




















Š EZE a aob Zb Vorbehbanriionge 2. er 

= d ki nungen 5 v Ze ? Din 

d yA i DONE T. nee 

15 30 020 Rel. 854.5 Versuchsreihe 28. 

20 40.20 %k,=0,0144 Amylaselosung NI. 1em. 

A0 7512 l | 
022 168 Nicht erhitzt. 10 3.0 0.30 Rel. l 
z pyu 5.2. 15; 40 27 

15 20 0.13 Rel. 57.6 20 on 30 

20.3015 k,=20.0079 25 80 32. 

35 pu 17. 0,30 
0,15 | 169 6? Minuten auf 409 10 20 020 — 
| | _ erhitzt. pu — 6.5. 15 35 23 

4) 1.5 0.038 Rel. 15.8 2 55:38 

45 Zu 44 k= 0.0080 25 Du 24 

60 25 +l | 024 | 
Ze 170 60 Minuten anf 40° 10 20 0.2% | 

15 25 017 Rel 76.0 erhitzt. B cem. 15135 23 

20 35 18° Phosphatlosung+ 20 55 28 

30 70 23: 6 ecm Wasser. 25 60 24 ' 
0.19 | 0.24 

Berichtigung 
zu den Mitteilungen von Kritschewsky, diese Zeitschr. 126. 
Seitel, Zeile 17 von oben: statt 1 Stunde lies 2 Stunden. 

e BD I ss „ täglicher lies 15 tödlicher. 

„24 „ : „ durch Experimente mit Tauben. Isar 
lies durch Experimente mit Tauben Isar. 

„17, Se „ anderen lies zweiten. 

a Al © D „ modefiziert lies notiert. 

Au 7 e H „ dann eine kurze Erholung lies dann 
Dispnoc. 

w > e 5 „ eine mäßige Lungenaufschwellung mit 
Odem lies cine massige Lungenauf- 
schwellung. 

ERBE er Se „  unlogiseh lies ungiftig. 

e EE N „ Die Tiere lies die Tiere. 

e E 5 „ der Kaninchen lies der jungen Kaninchen. 

e Dë e S „ Im Gewichte lies im Gemisch. 

„15 ,, A „305g lies 315g. 

„ 2 ,„ unten (Nr. 40 und 56) lies (Nr. 40 und 58). 

„2 oben ,„ sind die Lungenblutergießung n lies sind 
Bussons Meinung Lungenblutergießungen. 

ee BE e , Phänomen in vivo lies Phänomen wie in 
vivo. 

gn 728 e ; o bei Salvarsanzufuhr lies bei venöser 
Salvarsanzufuhr. 

DM GEN , 0. ecm lies 0,01 cem. 

„HM, Re „ die Absorptionsfähigkeit lies die hohe 
Absorptionsfühigkeit. 

a Ale g 3 „ vollkommen lies unvollkommen. 


Die Farbstoffanalyse des Harns. 
III. Das Urochrom. 


Von 
M. Weiss. 
(Aus der I. medizinischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses 
in Wien.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1922.) 


Obgleich die Farbe (1) eine der auffallendsten Eigenschaften des 
Harns darstellt, sind wir doch von einer befriedigenden Analyse der- 
selben noch immer weit entfernt. 


Die ursprüngliche Auffassung von einem einheitlichen Träger der 
Harnfarbe (Vogel, Thudichum) mußte zwar, nachdem das Urobilin durch 
Jafje entdeckt, das Uroerythrin als selbständiger Farbstoff erkannt und eine 
Abtrennung dieser beiden Farbstoffe durch die Ammonsulfataussalzung 
(Garrod) ermöglicht worden war, aufgegeben werden; aber über den Anteil, 
welcher den verschiedenen Farbstoffen an der Harnfarbe zukommt, waren 
und sind bis heute die Ansichten noch geteilt. Maly (2), Binet (3) und andere 
sehen im Urobilin den Hauptfarbstoff des Harns, während Thudichum (4), 
nachdem er die Existenz des Urobilins zugeben mußte, noch immer von 
seinem Urochrom als dem Träger der Harnfarbe spricht. Auch Garrod 
betrachtet den von ihm dargestellten, im wesentlichen urobilinfreien Farb- 
stoff als Urochrom im Sinne Thudichums oder normalen gelben Harnfarb- 
stoff. Huppert (5) sagt: Das Urochrom ist der typische Farbstoff des 
normalen und pathologischen Harns. Es macht die Hauptmenge der Harn- 
farbstoffe aus und erteilt dem Harn die gelbe und orange bis braune 
Färbung.“ 

Nach Thudichum und Garrod hat sich Dombrowski wieder eingehender 
mit einem von ihm auch als Urochrom bezeichneten Farbstoff des Harns 
beschäftigt. Es gelang ihm, durch Fällung mit Cu-Acetat aus den Protein- 
säuren einen Farbstoff herauszuheben, der zwar schon nach seiner Angabe 
als Oxydationsprodukt aufgefaßt werden mußte, für den er aber den Namen 
„Urochrom“ beibehielt. Obgleich durch Dombrowski die Urochromfrage 
durch die von ihm sehr wahrscheinlich gemachte Proteinsäurenatur des 
Körpers eine wesentliche Förderung erfuhr, so blieb doch die Frage nach 
der Rolle des Urochroms unter den Harnfarbstoffen noch immer offen. 
Der Vergleich zwischen dem Urochrom Dombrowskis und dem nativen 
Harn-Urochrom ergab weder Identität der beiden Farben, noch konnte 
ein wesentlicher Teil der Harnfarbe in dem nach Dombrowskis Vorschriften 
aus dem Harn gefällten Urochrom wiedergefunden werden (Weiss). Von 
Liebermann wurde sogar die Farbstoffnatur des Urochroms Dombrowskis 
bezweifelt. 
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Als ich im Jahre 1907 dazu gelangt war, das Prinzip der Ehrlichschen 
Diazoreaktion als Chromogen des Urochroms oder Urochromogen anzu- 
sehen, geschah dies auf Grund von Darstellungsversuchen dieses Körpers 
sowohl nach Thudichum wie nach Garrod. Hierbei zeigte sich, daß Urochrom 
aus normalen Harnen bei Anstellung der Diazoreaktion nach Ehrlich eine 
intensive Rotfärbung der Flüssigkeit, jedoch weißlich-gelblichen oder 
bräunlichen Schaum ergab (negative Diazoreaktion Ehrlichs), daß dagegen 
das Urochrom aus dem Harn schwerer Phthisiker bei Vermeidung stärkerer 
oxydierender Einwirkung eine positive Diazoreaktion, d. h. gleichartige 
rote Flüssigkeit wie beim Urochrom aus normalem Harn, dagegen statt 
des weißlichen bis bräunlichen Schaums Rosaschaum ergab. Dies legte 
den Gedanken nahe, daß das Urochrom die Ursache der Ehrlichschen Probe 
enthalte. Wenn bei der Urochromdarstellung aus Harn mit rein positiver 
Ehrlichscher Probe zuviel abgedampft wurde, resultierte ein Urochrom, 
welches sich ganz ähnlich in seiner Diazoreaktion verhielt wie das Urochrom 
aus normalen Harnen, d. h. es ergab nicht mehr den reinen Rosaschaum. 
Ganz ähnlich machte die positive Diazoreaktion nach Ehrlich einer negativen 
Platz, wenn solcher Harn mit Permanganat oder anderen Oxydations- 
mitteln behandelt wurde. Die Gleichartigkeit der nach Einwirkung von 
Oxydationsmitteln (KMnO, oder Hitze) resultierenden Diazoreaktion des 
Urochroms positiver Harne mit der des normalen Urochroms machte es 
wahrscheinlich, daß in den pathologischen Fällen eine Vorstufe des normalen 
gelben Harnfarbstoffes in Reaktion trete. Diese Wahrscheinlichkeit näherte 
sich fast der Sicherheit, als es gelang, in einer verdünnten Urochromlösung 
aus Phthisikerharnen und ebenso in Verdünnungen nativer Harne mit 
positiver Ehrlich scher Probe durch Zusatz von einigen Tropfen einer 1 prom. 
KMnO,-Lösung eine intensive Gelbfärbung zu erzeugen, welche völlig 
der Farbe des Urochroms entsprach. Dies wurde später von mir (6) durch 
kolorimetrische und von Schumm (7) durch spektrophotometrische Unter- 
suchungen bestätigt. 


Auf dieser Grundlage entstand die Auffassung, daß der die Ehrlich- 
sche Probe verursachende Körper Urochromogen oder die Vorstufe 
des normalen gelben Harnfarbstoffes sei, eine Auffassung, die ziemlich 
bald in der Literatur Wurzel fassen konnte. Dadurch trat das Problem 
der Ehrlichschen Diazoreaktion, welches vorwiegend klinisches Inter- 
esse darbot, in enge Beziehung zur Urochromfrage, welche vorwiegend 
physiologisch-chemisches Interesse hatte. Die Ehrlichsche Probe war 
zur Zeit, als ich meine Untersuchungen begann, bezüglich ihrer Ätiologie 
noch ganz rätselhaft, aber auch die Urochromfrage war noch ungeklärt. 
So ergab sich die Möglichkeit, das eine Problem mit Hilfe des anderen 
zu fördern und Fragen ihrer Lösung näher zu bringen, welche viele 
Jahrzehnte sowohl die klinische wie die physiologisch- chemische For- 
schung beschäftigt hatten. 


I. Die Harnfarbe. 
Die Harnfarbe ist eine aus der Summation verschiedener Farben 
sich ergebende Erscheinung. An ihr beteiligen sich Farbstoffe und 
Chromogene. Die Fraktionierung des Harns durch die in meinen früheren 
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Arbeiten beschriebene Fällung mit neutralem Pb-Acetat und des 
Filtrats mit Lauge ergab 1. eine Fraktion der roten Farbstoffe oder 
nach dem darin dominierenden Farbstoff Urobilinfraktion genannt; 
2. eine Fraktion der gelben Farbstoffe oder nach dem darin dominieren- . 
den Farbstoff Urochromfraktion genannt; 3. eine farblose Fraktion. 
Obgleich diese Fraktionierung keine absolute Trennung der Farbstoffe 
der ersten und zweiten Gruppe gestattet, da ein kleiner Teil der roten 
Farbstoffe in die Fraktion der gelben übergeht und umgekehrt, so 
erwies sie sich doch als brauchbare Grundlage für eine Analyse der 
Harnfarbe. An diese wurde im Bewußtsein der außerordentlichen 
Schwierigkeit der Frage herangegangen. Es war mit allen denkbaren 
Einwirkungen auf die zur Darstellung gelangenden Farbstoffe und 
Chromogene zu rechnen: auf den Einfluß der Reaktion, des Lichtes, 
der Wärme, der angewandten Lösungsmittel, auf eine Zunahme der 
Farbe durch Oxydation der Chromogene (Umwandlung des Uro- 
bilinogens in Urobilin, des Urochromogens in Urochrom), auf eine 
Abnahme der Farbe durch Licht- und Sauerstoffeinwirkung (Ablassen 
des Uroerythrins), auf die Entstehung von Farben durch Alkaliwirkung 
(aus Alkaptonchromogen), durch Mineralsäuren (aus den Indoxyl- 
verbindungen) usw. Es mußte daher auf alle diese Verhältnisse bei 
der Beurteilung der Ergebnisse Rücksicht genommen werden. 

Schon ein oberflächlicher Vergleich der aus normalen Harnen 
in der Fraktion I erhaltenen Farbstoffe mit den in der Fraktion II 
gewonnenen ergibt, daß wir es hier mit völlig verschiedenen Körpern 
zu tun haben. Die Urochromfraktion ist bei neutraler Reaktion rein 
gelb mit grünlichem Stich, zeigt keine umschriebene Absorption und 
erst bei starker Konzentration eine diffuse des rechten Spektrums, 
die Urobilinfraktion ist bei gleicher Reaktion rötlichgelb, zeigt sehr 
starke Absorption des Spektrums mit umschriebenen Bändern an 
verschiedenen Stellen. Die Identifizierung der in der roten Fraktion 
enthaltenen Farbstoffe gelingt hauptsächlich durch die spektroskopische 
Untersuchung. Wir finden Urobilin charakterisiert durch sein Band, 
und Uroerythrin durch seine beiden Streifen gekennzeichnet, von 
denen das zweite mit dem Urobilinband zusammenfällt. 

Versuchen wir, die rote Farbstofffraktion durch andere Reaktionen 
noch einer weiteren Analyse zuzuführen, so ergibt sich, daß Säure- 
zusatz stärkere Rotfärbung erzeugt, mit besonders scharfer Ausprägung 
des Urobilinbandes, daß Alkalizusatz etwas grünlich färbt (Uroerythrin- 
reaktion), daß ammoniakalische AgNO,-Lösung sofort reduziert wird 
(Uroerythrin und Urobilinogenreaktion). In jedem Harn ist bei ent- 
sprechender Anreicherung in der Fraktion I, wenn sie vor Licht- 
einwirkunggeschützt bleibt, Urobilinogen durch die Ehrlichsche Aldehyd- 
probe nachweisbar. Wie im Stuhle und in der Galle entsteht auch 
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im Harn das Urobilin immer erst aus seinem Chromogen und ist daher 
kein primärer Bestandteil des Harns. Fügen wir zu einer frischen 
Fraktion I aus normalem Harn das ZEhrlichsche Diazoreagens, so verrät 
sich die Anwesenheit des Urobilinogens durch mehr oder weniger aus- 
gesprochene primäre Gelbfärbung (Eigelbreaktion) und sehr häufig 
die Anwesenheit von Bilirubin durch eine schwache rötliche Färbung 
nach vorherigem Ansäuern (Bilirubin-Diazoreaktion). Wird nach dem 
Diazoreagens Alkali zugesetzt, so entsteht in der Urobilinfraktion 
normaler Harne nur eine schwache Rotfärbung zum Beweis, daß hier 
Urochromfarbstoff in der Regel nur in Spuren vorhanden ist. 

Wird die Urobilinfraktion mittels Ammonsulfat ausgesalzen, so 
fällt der weitaus größte Teil der Farbstoffe aus. Das Filtrat gibt in 
normalen Fällen nur eine sehr blaßgelbe Färbung und besteht haupt- 
sächlich aus bei der Fällung mit neutralem Pb-Acetat mitgerissenen 
Teilen der gelben Fraktion. Der Ammonsulfatniederschlag kann mit 
absolutem Alkohol ausgelaugt werden. Alkohol löst die niedergeschla- 
genen Farbstoffe mit roter Farbe und zeigt von den Absorptionsbändern 
der Ausgangsfraktion nur die Urobilin- und Uroerythrinstreifen deutlich. 

Von diesen beiden Farbstoffen wurde versucht, das Urobilin 
quantitativ zu bestimmen und seinen Anteil an der Farbe der Fraktion I 
festzustellen. Es ergab sich pro die eine Ausscheidung von 4 bis 10 mg 
in der Norm. Wurde eine reine Urobilinlösung mit dem gleichen relativen 
Gehalt an Urobilin hergestellt, so hatte sie nur eine schwache Rot- 
färbung und konnte bei weitem nicht den Gehalt an roter Farbe in der 
Fraktion I erklären. Es muß daher neben dem Urobilin (nach seiner 
Entstehung aus dem Urobilinogen) noch anderen roten Farbstoffen 
ein wesentlicher Anteil an der roten Farbe der Fraktion I zukommen. 
Da ist vor allem das Uroerythrin zu nennen, welches immer durch 
sein Spektrum neben dem Urobilin nachweisbar ist, während Hämo- 
toporphyrin in normalen Fällen nie nachweisbar ist. Ob die Farbe 
der roten Farbstofffraktion durch die Anwesenheit von Urobilin und 
Uroerythrin erschöpfend gedeutet werden kann, läßt sich mangels 
einer Vergleichsmöglichkeit mit einer reinen Uroerythrinlösung nicht 
sagen. Mir scheint es nicht wahrscheinlich und möchte ich glauben, 
daß in der Regel noch andere (vielleicht der Nahrung oder dem 
Stuhl entstammende) rote Farbstoffe oder Chromogene in der Fraktion I 
sich befinden. 

Das Ammonsulfatfiltrat der Fraktion I enthält außer Spuren 
von gelbem Farbstoff sehr oft ein Chromogen, das sich durch eine 
bräunlichrötliche Färbung bei Überschichtung mit Alkali kennzeichnet. 
Diese in manchen Fraktionen besonders ausgeprägte Substanz möchte 
ich als Alkaptonchromogen in dem von mir in früheren Arbeiten an- 
gegebenen Sinne vorläufig bezeichnen, ohne damit etwas mehr sagen 
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zu wollen, als daß eine Substanz vorliegt, mit besonderer Neigung 
bei alkalischer Reaktion nachzudunkeln. Um Alkapton im engeren 
Sinne des Wortes, d. h. um Homogentisinsäure, handelt es sich jedoch 
nicht*). Außer den angeführten Farbstoffen und Chromogenen können 
wir in der Fraktion I auch das Chromogen des Uroroseins finden. Es 
ist durch seine charakteristische Na N O,-Reaktion nach Ansäuerung 
mit HCl und das danach auftretende Spektrum gekennzeichnet. Es 
geht zum Teil auch in den Ammonsulfatniederschlag über, ist aber 
von vornherein vollständig farblos. 

Die Diazoreaktion Ehrlichs fällt im Ammonsulfatniederschlag der 
Fraktion I völlig negativ aus. Sie ist im Ammonsulfatfiltrat normaler 
Fraktionen nur angedeutet, kann dagegen in aus diazopositiven Harnen 
dargestellter Fraktion I und im entsprechenden Ammonsulfatfiltrat 
sehr schön vorhanden sein zum Beweis, daß hier Urochromogen mit- 
gerissen wurde. Wie ich in früheren Arbeiten auseinandergesetzt habe, 
beträgt dieser Anteil aber höchstens 20% des gesamten Urochromogens. 

Vergleichen wir eine möglichst frische, tunlichst ohne Einwirkung von 
Sonnenlicht hergestellte Fraktion I eines normalen Harns mit der auf 
ein gleiches Volumen gebrachten Fraktion II im gleichen Lösungsmittel 
und mit dem nativen, vor Lichteinwirkung geschützten Harn, so sehen 
wir, obgleich ein unmittelbarer Vergleich wegen der Verschiedenheit 
der Farben nur sehr schwer ist, doch leicht, daß die Fraktion I be- 
deutend mehr gefärbt ist als die Fraktion II. Ich habe den Anteil 
der Fraktion I an der Harnfarbe bei normalen Harnen auf 3⁄4 der Gesamt- 
harnfarbe geschätzt, während die Urochromfraktion nur ungefähr Y, 
davon enthält. Die Bezeichnung des in der Fraktion II enthaltenen 
gelben Farbstoffes als Urochrom oder normaler gelber Harnfarbstoff 
ist daher nicht richtig. Es gibt keinen Farbstoff im Harn, welcher so 
über die anderen überwiegt, daß seine Bezeichnung als ‚„Urochrom‘, 
d. h. färbendes Prinzip des Harns schlechtweg gerechtfertigt wäre. Unter 
diesen Umständen müßte es rätselhaft bleiben, wieso ernsthafte Forscher 
zu einer solchen Auffassung gelangen konnten. Die Erklärung hierfür 
hoffe ich in meinen weiteren Darlegungen bringen zu können. 

Das aus fast allen Farbstoffen des Harns zusammengesetzte Urochrom 
Thudichums hat Garrod weiter differenzieren können, indem er nach Be- 
handlung mit Ammonsulfat die roten Farbstoffe abtrennte. Auch diese 


Abtrennung ist keine absolute. Spuren von Farbstoffen der Fraktion I 
können auch in das Ammonsulfatfiltrat übergehen. Auf diese Weise gelingt 


*) Der von Katsch und Nemet (diese Zeitschr. 120, 212) gegen die von 
mir eingeführte Bezeichnung ‚‚Alkaptonchromogen‘“, die sie lieber für von 
ıhnen bei Homogentisinharnen beschriebene Chromogene anwenden 
möchten, erhobene Einwand hat wohl mehr theoretische Bedeutung. 
Nachdem ich das Wort klar definiert habe, wird eine mißverständliche 
Auffassung kaum Platz greifen können. 
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es aber, im nativen Zustand ganz verschieden gefärbte Harne sehr gut mit- 
einander vergleichbar zu machen. Die Färbung solcher Ammonsulfat- 
filtrate zeigt verschiedene Intensität und wechselt vom sattesten Gelbgrün 
in Fällen mit starker bis zu Wasserblässe in Fällen mit schwacher Diazo- 
reaktion. Aber es ist schon leichter, hier von einem einheitlichen Farbstoff 
zu sprechen als beim Gesamtharn, obgleich wir sehen werden, daß auch 
diese Einheitlichkeit des Garrodschen Urochroms nicht ganz zu Recht 
besteht. 


Ebenso wie das Garrodsche Urochrom, solange es unverändert 
ist, durch Ammonsulfat nicht aussalzbar ist, wird es auch durch neutrales 
Pb-Acetat zum größten Teil nicht niedergeschlagen. Stellt man sich 
aus Harn durch Zufügen von fein gepulvertem Pb-Acetat (100: 10) 
die Fraktion I her und filtriert ab, so erhält man auch aus sonst sehr 
verschiedenen Harnen mehr oder weniger gelbgrüne Filtrate, welche 
ausgezeichnet miteinander vergleichbar sind, ganz ähnlich wie die 
Ammonsulfatfiltrate solcher Harne. Auf dieser Fällung habe ich im 
Jahre 1913 ein kolorimetrisches Verfahren zur Urochrombestimmung 
aufgebaut, welches auch Pelkan (8) für seine Bestimmungen übernommen 
hat. Versetzt man ein solches Filtrat mit Lauge, so fällt mit dem 
Pb(HO), der gelbgrüne Farbstoff aus. Dieser Pb-Niederschlag ist 
die Fraktion II des Harns. Er kann mit verdünnter H,SO,, mit 
Na,HPO, oder besser mit beiden zerlegt und durch Aussalzen mit 
Ammonsulfat von aus der Fraktion I übergegangenen Farbstoffanteilen 
befreit werden. Das Filtrat einer solchen Ammonsulfataussalzung 
der Fraktion II wurde von mir, je nachdem die Fraktionierung in Harnen 
mit negativer oder mit positiver Diazoreaktion stattfand, als Urochrom- 
bzw. Urochromogenfraktion bezeichnet. 

Vergleicht man solche Urochrom- oder Urochromogenfraktionen 
bei neutraler Reaktion mit dem Nativharn, so ist deren Farbe der 
ursprünglichen Harnfarbe durchaus nicht gleich. Die Urochrom- 
oder Urochromogenfraktion ist gelbgrün, die native Harnfarbe aber 
höchstens bei Kindern, wo die roten Farbstoffe in relativ geringerer 
Menge ausgeschieden werden, ihr etwas ähnlich. Alle Farbstoffe des 
Harns haben bei dem in ihm meist vorhandenen Überschuß an H-Ionen 
die Tendenz, die ihnen bei alkalischer Reaktion zukommende gelbe 
Farbe anzunehmen. So ist das Urobilin bei saurer Reaktion rot, bei 
alkalischer dagegen gelb; ähnlich verhält sich das Uroerythrin und 
wahrscheinlich auch andere in der roten Fraktion enthaltene Farb- 
stoffe. Daß sich die Ansicht, Urochrom sei der Träger der Harnfarbe. 
bilden und so lange erhalten konnte, liegt in der Geschichte dieses 
Farbstoffes und hauptsächlich darin begründet, daß das Urochrom 
bei seiner Darstellung selten in noch unverändertem Zustande erhalten 
wurde, daß es sich alsbald unter starker Zunahme seiner Farbe braun- 
gelb färbt und dadurch der braungelben nativen Harnfarbe, die haupt- 


Farbstoffanalyse des Harns, III. 337 


sächlich durch die Farbstoffe der Fraktion I bedingt ist, sehr ähnlich 

Das Urochrom kann jedoch auch aus einem anderen Grunde nicht 
der Träger der Harnfarbe sein, weil es gar nicht als solches im Harn 
ausgeschieden wird, sondern, wie meine leizten Untersuchungen ergeben 
haben, nur als Chromogen in ihm enthalten ist. Was man als Urochrom 
auf Grund seiner Darstellung bisher bezeichnet hat, sind im wesent- 
lichen Oxydationsprodukte eines mit gelbgrüner Farbe im Harn ge- 
lösten Chromogens, vermischt mit Teilen der Urobilinfraktion und mit 
anderen gelben Farbstoffen. Dieser Farbstoff entsteht in gleicher 
Weise bei der Einwirkung von Oxydationsmitteln, wie durch Wärme 
und Alkali, und erst dieser je nach der Konzentration seiner Lösung 
braungelb bis dunkelrot gefärbte Körper, als dessen höchste Oxydations- 
stufe das schwarzbraune Uromelanin zu betrachten ist, gab wegen 
seiner bei Verdünnungen zutage tretenden Ähnlichkeit mit der Harn- 
farbe Grund zur Bezeichnung ‚‚Urochrom“. Die Zunahme an Farben- 
intensität kann bei der Umwandlung des Urochromogens in Urochrom 
und schließlich Uromelanin eine sehr bedeutende sein, und so schien 
es, als ob der Farbstoffgehalt des Harns durch dieses erst sekundär 
entstandene ‚Urochrom‘‘ repräsentiert würde. Die Bezeichnung 
Urochrom ist nur aus der geschichtlichen Entwicklung und im Zu- 
sammenhang mit den angeführten Tatsachen zu verstehen. Ein Uro- 
chrom als selbständigen Farbstoff des Harns gibt es nicht, sondern nur 
ein Urochromogen. Damit knüpfen meine weiteren Ausführungen an 
das an, was ich in meiner früheren Arbeit vom Urochromogen noch 
in Unkenntnis dieser fundamentalen Tatsache dargelegt habe. Ein 
nochmaliges Eingehen auf manche schon in früheren Arbeiten behan- 
delte Fragen ist wegen der neuen Beleuchtung, in der sie nun erscheinen, 
nicht zu umgehen. 


II. Urochromogen, Urochrom und Uromelanin. 


Die Natur des die Ehrlichsche Diazoreaktion verursachenden 
Körpers blieb trotz zahlreicher darauf gerichteter Untersuchungen 
Jahrzehnte hindurch in völliges Dunkel gehüllt. Es lag die merk- 
würdige Erscheinung vor, daß man eine sehr sinnfällige Reaktion vor 
sich hatte, ohne über ihre Ursache etwas Bestimmtes sagen zu können. 
Schon die Frage, ob es sich um ein physiologisches oder ausschließlich 
pathologisches Stoffwechselprodukt handelte, war vielfach umstritten. 

Vereinzelt wurde die Ansicht geäußert, daß die Probe nur die Ver- 
stärkung einer normalen Reaktion darstellt [Penzoldt (9), Petri (10), 
Dolgow (11)], aber die überwiegende Mehrzahl der Autoren verneinte das 


Vorkommen der Diazoreaktion im physiologischen Harn und hielt sie für 
ein ausschließlich pathologischen Phänomen. 
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Als ich im Jahre 1906 mich mit der Diazoreaktion zu befassen 
begann, habe ich mir naturgemäß die gleiche Frage vorgelegt. Ein- 
gedampfte Normalharne gaben ja auch rote Färbung der Flüssigkeit 
mit der Diazobenzolsulfonsäure und Alkali, aber ohne den von Ehrlich 
und fast allen Nachuntersuchern als wesentlich bezeichneten Rosa- 
schaum. Da ich in pathologischen Harnen mit reiner Diazoreaktion 
beim Eindampfen auch ähnlichen negativen Ausfall der Probe erhielt, 
trotzdem die Verdünnung wieder positive Reaktion ergab, lag die 
Möglichkeit vor, daß der von den mit eingedampften Harnfarbstoffen 
oder anderen Körpern bzw. ihrer Diazoreaktion herrührende bräun- 
liche Schaum die Rosafarbe verdeckte. Hierfür konnte auch der Um- 
stand sprechen, daß mitunter die Beseitigung der Harnfarbstoffe durch 
Bleizuckerfällung, Ammonsulfataussalzung oder selbst nur Verdünnung, 
eine rein positive Probe erzeugte, wo der Nativharn negativ im Sinne 
Ehrlichs reagierte. Aber dies war in der Regel doch nur in patho- 
logischen Harnen der Fall. Außerdem hätte es mir gelingen müssen, 
bei Fällungen oder Extraktionen normaler Harne das eine oder andere 
Mal eine rein positive Ehrlichsche Probe zu erhalten, was nicht der Fall 
war. Auch normales, nach Garrods Vorschrift hergestelltes Urochrom 
ließ stets den Rosaschaum bei der Diazoreaktion vermissen, wenn 
auch die Flüssigkeit starke Rotfärbung dabei ergab. So gelangte ich 
zu der Vorstellung, daß die Ehrlichsche Diazoreaktion durch einen 
zwar einem normalen Harnbestandteil nahestehenden, aber mit ihm 
nicht identischen Körper verursacht würde. Dieser Harnbestandteil 
wurde dann wegen seiner besonderen chromogenen Eigenschaften als 
Urochromogen bezeichnet und an seinem Charakter als ausschließlich 
pathologisches Stoffwechselprodukt festgehalten. 

Mit der Angabe der Permanganatprobe war eine neue Reaktion 
für das Urochromogen neben der Diazoreaktion gewonnen. Aber 
auch die Verfolgung dieser Probe hat keine sicheren Anhaltspunkte 
dafür ergeben, daß das Urochromogen ein normaler Harnbestandteil 
sei. Es wurde zwar oft bei der Darstellung des gelben Farbstoffes aus 
normalen Harnen gelbe Färbung mit KMnO, beobachtet, aber ab- 
gesehen davon, daß die für den Ausfall dieser Reaktion notwendige 
optimale Ionenkonzentration nur selten vorhanden war, wurde diese 
Gelbfärbung auf eine auch dem Urochrom zukommende, wenn auch 
geringere chromogene Tendenz zurückgeführt. 

Außer der Permanganat- und Diazoreaktion kommt dem Uro- 
chromogen noch eine Eigenschaft zu, die zwar nicht so eindeutig ist 
wie die beschriebenen Reaktionen, weil sie auch anderen Harnfarb- 
stoffen eigen ist, die aber doch bei der Charakterisierung des Körpers 
verwendbar ist. Das Urochromogen hat in saurer Lösung eine sehr 
geringe Färbekraft, fügt man aber Alkali zu einer solchen Lösung, so 
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tritt kräftige gelbgrüne Färbung auf. Diese Eigenschaft hat Klaften (12) 
einer neuen Harnprobe zugrunde gelegt. Auch diese Reaktion wurde 
von mir in aus normalen Harnen hergestellten Fraktionen häufig 
gefunden, aber bei der verwandtschaftlichen Beziehung des Urochroms 
zum Urochromogen nur als Ausdruck einer auch dem Urochrom zu- 
kommenden gleichen Eigenschaft gedeutet. 

Auffallender schon war es, daß die gelben Fraktionen aus normalen 
fast die gleiche Färbung zeigten wie die analogen Fraktionen aus diazo- 
positiven Harnen. In beiden Fällen war der gelbgrüne Stich vorhanden, 
der wegen des quantitativen Überwiegens des Urochromogens in den 
pathologischen Fraktionen zwar ausgesprochener, aber mitunter doch 
auch in normalen Fällen so stark war, daß nur schwer eine Sonder- 
stellung des Urochromogens gegenüber dem Urochrom in färberischer 
Beziehung behauptet werden konnte. Wurde ja doch auch die Echtgelb- 
lösung in gleicher Weise für die kolorimetrische Schätzung beider 
Substanzen verwendet. Aber es war diese Eigentümlichkeit doch 
nicht imstande, die anderweitig gewonnene Vorstellung von der Exi- 
stenz eines Urochromogens in pathologischen gegenüber dem Urochrom 
in normalen Fällen zu erschüttern. Die Auffassung, daß Urochrom 
der normale gelbe Harnfarbstoff sei, war zu tief eingewurzelt, als daß 
sie so leicht hätte umgestoßen werden können. 

Wie in den durch Pb-Acetatfällung erhaltenen Fraktionen des 
gelben Farbstoffes wurde auch in den Ammonsulfatfiltraten eine außer- 
ordentliche Ähnlichkeit zwischen dem Urochrom und Urochromogen 
in der Farbe festgestellt. Der Vergleich solcher Filtrate von normalen 
Harnen mit den Filtraten pathologischer Harne ergab in dieser Richtung 
kaum zu Bedenken Anlaß, weil der geringe Urochromogengehalt in 
den ersteren gegenüber dem hohen in den letzteren die von Farb- 
stoffen anderer Art herrührende mattgelbe Färbung mehr hervor- 
treten ließ. Dagegen war in manchen pathologischen Harnen, wo die 
Diazoreaktion nur wegen des Schaumes als Urochromreaktion an- 
gesprochen wurde, häufig kein Unterschied in der Färbung gegenüber 
dem Ammonsulfatfiltrat positiver Harne zu finden. 

Immer mehr drängte sich die Vorstellung auf, daß die reine Diazo- 
reaktion durch andere Substanzen, die einen weißlich-gelblichen oder 
bräunlichen Schaum hierbei erzeugen, verdeckt würde. Alsin manchen 
Fällen die ursprünglich negative Diazoreaktion durch Stehen im Brut- 
schrank positiv wurde, glaubte ich ein Chromogen besonderer Art, 
das von mir sogenannte Urochromogen e annehmen zu müssen. Viel- 
fach war sicher, wie Klaften (13) hervorhebt, an der Störung das Uro- 
bilinogen schuld, welches durch seine ‚eigelbe Reaktion‘ zu einer 
Behinderung der roten Diazoreaktion Anlaß gibt und in der Wärme 
sich in das indifferente Urobilin umwandelt. In den 12 J ahren, welche 
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seit der Beschreibung des Urochromogens e vergangen sind, hatte ich 
vielfach Gelegenheit, die Frage nach der Existenz dieses erst nach 
dem Stehen im Brutschrank die Ehrlichsche Probe gebenden Uro- 
chromogens zu prüfen. Je mehr ich erkannte, daß Substanzen ver- 
schiedener Art die reine Diazoreaktion hindern können, um so mehr 
trat die Bedeutung des von mir supponierten Urochromogens e gegen- 
über dem Urochromogen ß zurück. Ich möchte daher diese Unter- 
scheidung, zu der mir heute kein zwingender Grund mehr vorzuliegen 
scheint, fallen lassen und nur von einem Urochromogen schlechtweg 
sprechen. 

Die Verdeckung der reinen Diazoreaktion durch die verschiedenen 
Harnfarbstoffe — außer Urobilinogen stört auch Bilirubin und Uro- 
erythrin — konnte durch die Ammonsulfataussalzung sehr deutlich 
gezeigt werden und schränkte die Zahl der Fälle wesentlich ein, wo 
Diazoreaktion erwartet, aber nicht gefunden wurde. Die KMnO,- 
Probe half in vielen Fällen auch über die Klippe des Rosaschaumes 
hinweg. Aber damit war das Urochromogen noch immer nicht seines 
besonderen pathologischen Charakters entkleidet. Denn die normalen 
angereicherten Fraktionen gaben weder die Diazoreaktion, noch die 
KMnO,-Probe in der entsprechenden Reinheit. Die Annahme einer 
höheren Oxydationsstufe in normalen und in manchen pathologischen 
Fällen half auch jetzt besser über die Klippen der Frage hinweg, als 
es sonst ein Erklärungsversuch vermocht hätte. 

Schon in meiner ersten Arbeit über die Diazoreaktion (14) war ich 
gezwungen, in manchen Harnen schwer Tuberkulöser eine erhöhte 
Urochromausscheidung anzunehmen, weil die Diazoreaktion zwar 
negativ war, aber doch stark rote Flüssigkeit bei weiBlichem bis bräun- 
lichem Schaum zeigte. Der Übergang von der verstärkten negativen 
zur rein positiven Diazoreaktion war zwar oft ein sehr. rascher, aber 
dies wurde mit der Urochromogennatur des Diazokörpers erklärt, 
mit dem raschen Wechsel der O-Übertragung in einem unter toxischem 
Einfluß stehenden Organismus. Als ich mit der quantitativen Bestim- 
mung der in Frage stehenden Körper durch Vergleich mit der Diazo- 
reaktion des Tyrosins (15) begann, habe ich diese negativen Diazo- 
reaktionen als Urochromreaktionen vollständig abgetrennt von der 
positiven reinen Reaktion des Urochromogens. Ihre Beziehung zum 
toxisch-infektiös bedingten Eiweißzerfall war aber ebenso deutlich wie 
beim Urochromogen. Nur pflegte der Grad desselben meist etwas 
niedriger zu sein. 

Beim längeren Stehen von mit Ammonsulfat gesättigter Uro- 
ehromogenlösung im Lichte oder in der Wärme fiel ein schwarzes 
Pigment aus, welches als Uromelanin bezeichnet wurde. Dies war 
vor allem in den urochromogenreichen Fraktionen pathologischer 


Farbstoffanalyse des Harns. III. | 341 


Harne der Fall, aber auch analog hergestellte Fraktionen normaler 
Harne ließen Uromelanin, wenn auch in geringerer Menge, ausfallen. 
An der Identität des aus pathologischen Harnen gewonnenen Uro- 
melanins mit dem aus normalen Harnen dargestellten konnte bei der 
kolorimetrisch festgestellten absoluten Gleichheit der Farbe, den voll- 
ständig gleichen Lösungs- und Fällungsreaktionen und dem S-Gehalt 
in beiden nicht gezweifelt werden. Die Analogien zwischen dem patho- 
logischen Urochromogen und dem normalen Urochrom steigerten sich 
daher immer mehr. Da aber das Urochrom als höhere Oxydations- 
stufe des Urochromogens angesehen wurde, bedeutete die Bildung von 
Uromelanin aus beiden Körpern für mich eher eine Bestärkung in der 
bisherigen Auffassung. 

In gleicher Weise wurde die im Verlaufe der Darstellung zutage 
tretende Änderung der Eigenschaften beider Körper erklärt. Nur 
der native gelbe Farbstoff ist durch Ammonsulfat nicht aussalzbar. 
Stellt man sich Fraktionen aus normalen oder pathologischen Harnen 
her, so verliert der Farbstoff in dem Maße, als er durch seine chromogene 
Tendenz an Farbenintensität zu- und die Diazoreaktion abnimmt, 
immer mehr diese Eigenschaft. Sie betrifft zwar in den ersten Phasen 
der Umwandlung nur kleine Teile desselben, kann aber, je stärker 
die Einwirkung von Alkali und Wärme ist, immer größere Anteile 
desselben erfassen. Daher wird, je weiter wir sowohl in der Darstellung 
des im normalen wie im pathologischen Harn enthaltenen Farbstoffes 
sehreiten, ein immer größerer Anteil durch Ammonsulfat fällbar, bis 
schließlich aller Farbstoff sowohl durch neutrales Pb-Acetat wie durch 
Ammonsulfat, die ihn ursprünglich nicht fällen, niedergeschlagen werden 
kann (16). Darum ist auch das Garrodsche Urochrom nur bedingt 
nicht durch Ammonsulfat fällbar, so weit nämlich, als es in seiner Um- 
wandlung, die schließlich bis zum Uromelanin führen kann, noch nicht 
zu weit vorgeschritten ist. Bocchi und Ghelfi (17) hoben sogar die Fäll- 
barkeit des Urochroms durch Ammonsulfat gegenüber Nichtfällbarkeit 
ihrer als Ursache der Ehrlichschen Diazoreaktion aufgefaßten Chrom- 
oxyproteinsäure hervor, die sehr viel Ähnlichkeit mit dem Urochromogen 
aufweist. 

Diese völlig gleichartige Änderung der Figenschaften des aus 
normalen und aus pathologischen Harnen gewonnenen gelben Farb- 
stoffes war noch, wenn auch immer schwieriger, mit der Urochromogen- 
hypothese in Einklang zu bringen. Denn das Urochromogen mußte 
ja nach dieser Hypothese auf dem Wege seiner Umwandlung in Uro- 
melanin die Urochromstufe passieren und teilte dann alle Eigenschaften 
mit ihm. Je größer aber die Zahl der Fälle wurde, die auf ihre Diazo- 
und Permanganatprobe im Laufe der Jahre von mir geprüft wurde, 
desto schwerer war es, an der Zweiteilung des gelben Farbstoffes fest- 
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zuhalten. Die Reaktionen wurden, wenn auch stets in pathologischen 
Fällen, doch unter so verschiedenen Bedingungen angetroffen, daß 
es schwer hielt, alle diese Fälle unter einen Hut zu bringen und mit 
der Theorie von der ungenügenden Oxydationsfähigkeit des Organismus 
zu erklären. Die zunehmende Feinheit der Prüfung durch die Per- 
manganatprobe und technische Änderungen der Diazoreaktion (Zusatz 
von sehr wenig Reagens zur Verminderung der Verdünnung) ergaben 
in einer immer größer werdenden Zahl von Fällen die Anwesenheit 
von Urochromogen. Im Lichte dieser Untersuchungen gewann die 
in der Literatur vereinzelt gefundene Angabe, daß auch in normalen 
Fällen Diazo- und Permanganatprobe konstatiert wurde, eine erhöhte 
Bedeutung. 

Aber erst eingehendere Untersuchungen brachten Klarheit in diese 
Frage. Die Diazoreaktion fällt bekanntlich im normalen Harn äußerst 
schwach aus. Wenn auch ein rötlicher Stich in der überwiegend gelben 
Farbe vorhanden sein kann, so gelingt es doch für gewöhnlich nicht, 
einen Rosaschaum zu erzeugen. Zumeist ist er weißlich oder gelblich. 
Je mehr aber darauf geachtet wurde, um so mehr fiel es auf, daß manche 
normale Harne, besonders Kinderharne, welche relativ mehr gelben’ 
Farbstoff enthalten, doch einen rötlichen Schaum in ihrer Diazoreaktion 
aufwiesen, und daß eine solche Reaktion sich dann kaum unterschied 
von derjenigen, die ein mehrfach verdünnter, von Haus aus stark 
positiver Harn gab. Auch die Permanganatprobe fiel bei der vor- 
geschriebenen dreimaligen Verdünnung fast immer völlig negativ aus. 
Wurde aber die Probe mit schwach verdünntem Harn angestellt, so 
war ein Farbenumschlag im Sinne von Gelb nicht selten vorhanden, 
ein Farbenumschlag, der genau so aussah, wie der in einem stark ver- 
dünnten positiven Harn durch K MnO, entstandene. Häufig aber störte 
bei der KMnO,-Probe auch in normalen Harnen die Anwesenheit 
von Urobilinogen durch das bei seiner Oxydation entstehende rötliche 
Urobilin und manchmal eine ungenügende H-Ionenkonzentration. 
Alkalizusatz erzeugte zwar oft auch Gelbfärbung, aber im nativen 
Harn konnte diese Probe nicht mit Sicherheit auf Urochromogen allein 
bezogen werden. Es wurde daher versucht, den mit Ammonsulfat 
ausgesalzenen normalen Harn zu den Reaktionen heranzuziehen. 
Hierbei erfährt der Harn durch den Salzzusatz eine Volumvermehrung 
und die Verdünnung läßt die schon im ursprünglichen Harn recht 
schwachen Proben noch mehr zurücktreten. Immerhin war im Ammon- 
sulfatfiltrat die Permanganatprobe und die jetzt wegen der Beseitigung 
der anderen Farbstoffe doch in erster Linie auf das Urochromogen 
zu beziehende Alkalireaktion namentlich in Kinderharnen häufiger zu 
finden. Sie war aber zumeist so schwach, daß ein sicheres Urteil noch 
nicht möglich war. Wurde das Ammonsulfatfiltrat eines normalen 
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Harns im Verhältnis von 4:1 mit absolutem Alkohol extrahiert und 
mit dem alkoholischen Extrakt, welcher das Urochromogen an- 
gereichert enthält, die Proben angestellt, so wurde mitunter eine reine 
Diazoreaktion mit rotem Schaum erhalten, besonders wenn der Alkohol 
bei gelinder Wärme abgedunstet und der Rückstand wieder in Wasser 
gelöst wurde. Auch ergab dann besonders nach leichtem Alkalisieren 
K MnO, oft scharfen Farbenumschlag in Gelb. Gewöhnlich hatte 
aber auch jetzt die Diazoreaktion noch nicht die wünschenswerte 
Reinheit. Obzwar die Flüssigkeit ganz charakteristisch rot gefärbt 
war, pflegte der Schaum bräunliche oder gelbliche Farbe zu zeigen. 
Wurde aber statt des alkoholischen Extraktes die wässerige alkoholische 
Flüssigkeit, welche sich unter dem Alkohol absetzte, verwendet, so 
war in vielen pathologischen Fällen mit verstärkter Diazoreaktion, 
wo der native oder mit Ammonsulfat ausgesalzene Harn immer nur 
gelben Schaum ergab, reinste Rosafärbung des Schaumes zu erzielen 
und ebenso reinste KMnO,-Reaktion. Statt einer vermehrten Urochrom- 
ausscheidung konnte so vielfach Urochromogen als Ursache der ver- 
stärkten Diazoreaktion und der gelbe Schaum als Störung festgestellt 
werden. Aber auch dieser Nachweis gelang nicht immer. Mitunter 
war die mit gelbem Schaum reagierende Substanz, welche das Uro- 
chromogen sehr zähe begleiten kann und wahrscheinlich Phenolnatur 
besitzt (18), so reichlich im Harn vorhanden, daß sie auch im wässerig- 
alkoholischen Rückstand den Rosaschaum der Diazoreaktion ver- 
deckte. Dies war namentlich bei Fraktionen normaler Harne der Fall. 
Es mußte daher auf anderem Wege die Anwesenheit von Urochromogen 
im normalen Harn, die immer wahrscheinlicher wurde, bewiesen werden. 

Schon früher war festgestellt worden, daß das Prinzip der Diazo- 
reaktion bei der Säurehydrolyse nicht zerstört wird. Hydrolysierter 
Harn gab quantitativ die Ehrlichsche und Permanganatprobe in reiner 
Form wieder. Werden 200 ccm eines normalen Harns mit 2 bis 3 cem 
konzentrierter HCl versetzt und in einem offenen Becherglase auf ein 
Volumen von 30 bis 40 ccm eingedampft, dann mit Na,CO, neutra- 
lisiert und mit einigen Kubikzentimetern 10proz. Pb-Acetat versetzt, 
so erhält man im Filtrat eine rein gelbe Flüssigkeit, welche nicht mehr 
nach Phenol riecht und in der auch Phenol durch die Millonsche Probe 
nicht mehr nachweisbar ist. Diese Flüssigkeit gab zumeist eine Diazo- 
reaktion mit rein roter Flüssigkeit und rotem Schaum und Per- 
manganatprobe. 

Es war daher möglich, durch Hydrolyse unter gleichzeitiger Kon- 
zentration auf das Vier- bis Fünffache den Nachweis zu erbringen, 
daß auch im normalen Harn Urochromogen enthalten ist. Von den 
bekannten Substanzen, die auch mit der Diazobenzolsulfonsäure in 
der Konzentration nach Ehrlich in Reaktion treten, konnte das bei 
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der Hydrolyse frei werdende Phenol bzw. Kresol durch das Fehlen 
der Millonschen Probe ausgeschlossen werden. Aber es war bei einem 
so eingreifenden Vorgang, wie ihn die Hydrolyse darstellt, nicht sicher, ob 
nicht auch noch andere Substanzen danach in der gleichen Weise 
reagieren. In einigen Fällen schien es, als ob die Diazoreaktion stärker 
als im ursprünglichen Harn geworden wäre. Ob dies mit noch nicht völlig 
ausgetriebenen Phenolen oder anderen bei der Hydrolyse entstandenen 
Substanzen zusammenhing, war nicht mit Sicherheit festzustellen. 

Obgleich der Hydrolyseversuch mit größter Wahrscheinlichkeit 
für die Anwesenheit von Urochromogen im normalen Harn sprach, 
so war es doch wünschenswert, diese fundamental wichtige neue Auf. 
fassung noch anderweitig zu stützen. Es boten sich zur Prüfung dieser 
Frage noch andere Möglichkeiten. Wie früher festgestellt worden war, 
geht in die Fraktion I pathologischer Harne etwas Urochromogen über. 
Dementsprechend konnte vielleicht auch bei Darstellung der gleichen 
Fraktion aus einer größeren normalen Harnmenge das gleiche erwartet 
werden. Dies gelang auch in einer aus 500 ccm Kinderharn gewonnenen 
Fraktion I, die durch Behandlung mit verdünnter H,SO, und etwas 
Na, H PO, auf 50 ccm gebracht worden war. Die Diazoreaktion ergab 
im Ammonsulfatfiltrat dieser Fraktion bei der wie immer charakte- 
ristischen roten Flüssigkeit auch Rosaschaum. 

Dampft man einen normalen Harn ein und stellt mit der konzen- 
trierten Flüssigkeit eine Diazoreaktion an, so ist dieselbe in der Regel 
negativ. Durch die im Harn vorhandenen H-Ionen wird das Uro- 
chromogen in der Wärme geschädigt. Infolgedessen tritt seine Diazo- 
reaktion zurück gegenüber der Störung durch die Diazoreaktion des 
Urobilinogens (gelbliche Färbung), des Bilirubins (grünliche Färbung), 
durch die in Spuren vorhandenen freien Phenole, die schon in ge- 
ringster Konzentration (z. B. Karbolsäure noch in einer Verdünnung 
von 1:20000) gelbe Färbung des Schaumes bei der Diazoreaktion 
erzeugen und durch die braune Färbung des konzentrierten Harns 
an und für sich. Wenn aber normaler Harn unter Zusatz von 15°, 
konzentrierter Essigsäure auf etwa NY, seines Volumens eingedampft. 
und hierauf bis zur schwach sauren Reaktion neutralisiert wurde, 
gab diese Konzentration so häufig in normalen oder in pathologischen 
Fällen, wo man sonst keine Diazoreaktion antrifft, reine Rotfärbung 
des Schaumes und KMnO,-Probe, daß an der Anwesenheit von Uro- 
chromogen im normalen Harn nicht mehr gezweifelt werden konnte. 

Die chronische Nephritis zählt zu jenen Krankheiten, bei welcher 
nach Zhrlich und den übereinstimmenden Angaben zahlreicher anderer 
Untersucher niemals Diazoreaktion gefunden wird. Salzt man aber 
etwa 150 cem eines eiweißhaltigen Harns mit Ammonsulfat aus, wäscht 
den Niederschlag sorgfältig mit Ammonsulfatwasser und behandelt 


Farbstoffanalyse des Harns. III. 345 


denselben hierauf mit einigen Kubikzentimetern absoluten Alkohols, 
so bekommt man in der alkoholischen Lösung der mit dem Eiweiß 
niedergeschlagenen Farbstoffe reinste Diazoreaktion und bei ent- 
sprechender Verdünnungsmöglichkeit mit Wasser auch reinste K Mn 0,- 
Pröbe. Dieselbe gelingt häufig, wenn man einen normalen eiweiß- 
freien Harn unter Essigsäurezusatz konzentriert, dann neutralisiert 
und mit Ammonsulfat aussalzt. Auch in diesem Falle ergibt die Lösung 
des (vielleicht schon wegen der Hitzeeinwirkung) leichter aussalzbaren, 
aber noch unveränderten gelben Farbstoffes in absolutem Alkohol 
die Anwesenheit von Urochromogen. 

Nach diesen Ergebnissen konnte nicht mehr daran gezweifelt werden, 
daß das Urochromogen ein normaler Harnbesiandteil ist und daß nur 
seine geringe Konzentration im normalen Harn seine Diazoreaktion gegen- 
über Störungen durch andere Substanzen zurücktreten läßt. Was als 
„Urochrom‘‘ bezeichnet wurde, ist auch im normalen Harn, soweit 
es noch unverändert geblieben ist, Urochromogen, welches durch die 
im Harn meistens überwiegenden H-Ionen eine gelbgrüne Färbung 
annimmt. Diese schon früher von mir festgestellte hohe Abhängigkeit 
der Urochromogenfarbe von der Ionenkonzentration tritt besonders 
deutlich zutage in den Pb-Acetatfiltraten diazopositiver Harne. Trotz 
kräftiger, von der frei gewordenen Essigsäure herrührender saurer 
Reaktion haben sie eine intensiv gelbgrüne Färbung und geben auch 
sofort KMnO,-Reaktion, was nur bei freien H-Ionen möglich ist, die 
in diesem Falle durch das Pb repräsentiert werden. Wenn aber das Pb 
durch verdünnte H,SO, gefällt wird, tritt die äußerst geringe Färbe- 
kraft des sauren Urochromogens hervor. Das Ammonsulfatfiltrat 
des nativen Harns enthält quantitativ das Urochromogen. Ist die 
H-Ionenkonzentration des Harns genügend stark, so hat dasselbe 
noch gelbgrüne Färbung, ist aber, wie häufig durch den Salzzusatz, 
die Ionenkonzentration zugunsten der HO-Ionen verschoben, so kann 
die Färbung schon sehr abgeblaßt sein. Dann erhält man auch erst 
deutliche KMnO,-Reaktion nach vorherigem Zusatz von etwas Alkali. 
Im Ammonsulfatfiltrat pathologischer Harne mit starker Diazoreaktion 
pflegt das Urochromogen gegenüber anderen in der gelben Fraktion 
noch außerdem enthaltenen Farbstoffen zu überwiegen, im normalen 
Harn dagegen ist ein großer Anteil der Farbe des Ammonsulfatfiltrats 
auf andere mit Urochromogen nicht identische Farbstoffe zurück- 
zuführen. Man kann sich davon überzeugen, wenn man verschiedene 
alkoholische Extrakte von Ammonsulfatfiltraten untersucht. Ihre 
Farbe ist besonders im normalen Harn nicht proportional der Diazo- 
reaktion. Auch kann man Urobilin sehr oft nachweisen. 

Das Urochromogen erhält erst bei Darstellungsversuchen wegen 
der damit verbundenen Oxydation durch Alkali- und Wärmewirkung 
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oder beide, vielleicht auch schon durch die Lichteinwirkung und 
durch die Anreicherung einen ausgesprochenen Charakter als Farb- 
stoff. Kin Urochrom im alten Sinne des Wortes als Hauptjarbstoff des 
Harns und in dem von mir früher angegebenen Sinne als Träger der 
sogenannten ‚negativen Diazoreaklion“‘ gibt es nicht, ebenso wie die 
letztere Bezeichnung ihre Berechtigung nunmehr verloren hat. Die 
Bezeichnung ,„Urochromogen‘“ ist am besten als ‚„Chromogen des 
Harns’ zu deuten. Nur im Zusammenhang mit der Entwicklung 
dieses Begriffes und mit den sekundär aus dem Urochromogen ent- 
standenen stark gefärbten Substanzen kann der alte Urochrombegriff 
dabei noch mitklingen. 

Um eine Feststellung über den Gehalt des normalen und patho- 
logischen Harns an Urochromogen zu gewinnen und die Beziehung 
der Ehrlichschen Diazoreaktion zu diesem Körper sicher festzulegen, 
wurde das Uromelanin einer erneuerten Prüfung unterzogen. Bringt 
man eine Urochroniogenfraktion, deren Diazowert genau bestimmt 
wurde, in den Wärmekasten und läßt einige Tage bei 60° stehen, so 
dunkelt die Flüssigkeit stark nach und es fällt ein schwarzgrünlicher 
Farbstoff aus (Uromelanin). Dieses Pigment kann man mit konzen- 
trierter Ammonsulfatlösung harnfrei waschen und mit schwach saurem 
Wasser wieder vom Ammonsulfat befreien. Löst man es in 5proz. 
Lauge und filtriert ab, so erhält man eine tief braunschwarze Flüssig- 
keit*). Durch Zusatz von verdünnter H,SO, fällt aus dieser Lösung 
ein schwarzes Pigment aus, das man mit saurem Wasser und mit ab- 
solutem Alkohol waschen, wieder in Alkali lösen und durch neuerliche 
Fällung reinigen kann. Durch Wägung des im Exsikkator getrockneten 
Pigments läßt sich eine Standardlösung (z. B. 1:5000) herstellen. 
die mit allen aus dem Urochromogen entstandenen Uromelaninlösungen 
absolute kolorimetrische Vergleichsmöglichkeit gibt. 

Die Abnahme der Ehrlichschen Diazoreaktion nach dem Stehen 
im Wärmekasten wurde in Relation gebracht zu der kolorimetrisch 
bestimmten Quantität des ausgefallenen und in proz. Lauge gelösten 
Uromelanins. Die Umwandlung des Urochromogens in Uromelanin 
geht nur allmählich vor sich. Ist noch ein nennenswerter Diazowert 
nach dem Abfiltrieren des ausgefallenen Uromelanins vorhanden, so 
fällt nach dem Zufügen von etwas Alkali nach einigen Tagen wieder 
Uromelanin beim Stehen in der Wärme aus. Dies kann man fortsetzen. 
bis die Diazoreaktion nur in sehr geringer Intensität mehr nachweisbar 
ist. Dann fällt auch Uromelanin nicht mehr oder nur in Spuren aus. 

Einige Beispiele mögen diese Beziehung näher erläutern: 


*) Hierbei gehen die aus dem Ammonsulfat stammenden Fe-Oxyde 
nicht in Lösung. 
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1. Tumor pulm. Diazowert*) in einer Urochromogenfraktion 0,025. 
Nach 10 tägigem Stehen im Wärmekasten bei 60° war der Diazowert bis 
-auf 0,002 gesunken. Die Menge des ausgefallenen Uromelanins kolori- 
ınetrisch bestimmt, betrug 0,0216 g. Die Relation des verschwundenen 
Diazowertes zum ausgefallenen Uromelanin war daher 1. 0,023: 0,0216 
= 1,09.. 

In vier Fällen von Tbc. pulm. war diese Relation 2. 0,08: 0,08 = 1,0; 
3. 0,010:0,011 = 0,9; 4. 0,05: 0,046 = 1,08; 5. 0,08: 0,07 = 1.1. In 
einem normalen Falle 6. 0,001: 0,001 = 1,0. Im Durchschnitt aus allen 
Bestimmungen betrug die Relation des entschwundenen Diazowertes zum 
ausgefallenen Uromelanin rund 1:1. 

Es wäre vielleicht noch verfrüht, aus diesen Zahlen bleibende 
Schlüsse bezüglich der Ausscheidungsverhältnisse des Urochromogens 
zu ziehen. Aber sie zeigen uns doch, daß relativ konstante Beziehungen 
zwischen der Diazoreaktion und der Uromelaninbildung bestehen, und 
zwar nicht nur in pathologischen, sondern auch in normalen Fällen, 
und daß diese Beziehung bei dem normalen Fall gleich groß ist wie 
bei den pathologischen Fällen. Die Relation zwischen dem Diazowert 
und dem ihm entsprechenden Uromelanin würde nach den bisherigen 
Bestimmungen etwa 1:1 betragen. 

Nehmen wir an, daß bei der Umwandlung des Urochromogens 
in Uromelanin keine nennenswerte Änderung des Molekulargewichtes 
stattfindet, so würde einem Diazowerte von 0,5, wie er häufig z. B. bei 
der Phthise gefunden wird, auf Grund dieser Relation ein Uromelanin- 
bzw. Urochromogenwert von 0,5 entsprechen. In einem normalen 
Fall dagegen bei einem Diazowerte von 0,06 pro die, wie er nach den 
bisherigen Untersuchungen ungefähr dem Durchschnitt entspricht, 
eine Ausscheidung von 0,06 Uromelanin bzw. Urochromogen. Wir 
haben es somit mit sehr starken Verschiebungen in der quantitativen 
Ausscheidung dieses Stoffwechselproduktes zu tun, wie schon jetzt gesagt 
werden kann. Diese Verschiebung kann leicht das Zehnfache gegenüber 
der Norm betragen. Da aber Diazowerte von 1,0 bei der schweren 
Phthise auch nicht allzu selten sind, so ist eine Steigerung auf das 
2Ö0fache und darüber bei auch sonst klinisch nachweisbarem starken 
Gewebszerfall möglich. 

Das aus dem Urochromogen entstandene Uromelanin läßt sich 
durch die Behandlung mit Alkohol, in welchem es unlöslich ist, von 
anderen Melaninen, z. B. aus den Pyrrol- und Tryptophanderivaten 
abtrennen. Es unterscheidet sich aber von diesen Melaninen bzw. 
Melanoidinen auch durch seinen Gehalt an organischem S. Kocht 
man eine Uromelaninlösung mit einigen Kubikzentimetern einer 
Lösung von ein bis zwei Tropfen 10proz. Pb-Acetats in 50proz. 


*) Der Diazowert wurde durch Vergleich mit einer 1:5000 alko- 
holischen Z-Naphthol-7-Sulfosäure-Na-Lösung bestimmt. 
Biochemische Zeitschrift Band 133. 33 
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Lauge, so kann man stets PbS nachweisen. Das Uromelanin ist daher, 
wie ich schon früher aus meinen Untersuchungen über den Neutral- 
schwefel (19) geschlossen habe und wie auch aus den Untersuchungen 
von Dombrowski und aus der Analyse eines von mir dargestellten Uro- 
melanins (20) hervorgeht, S-haltig. Der S ist kein Sulfatschwefel. 
sondern ist darin organisch gebunden. Das Urochromogen ist daher, 
wie ja auch aus allen Untersuchungen über die Diazoreaktion sich 
ergibt, eine Schlacke des Stoffwechsels der Proteine. Es gehört seiner 
chemischen Stellung nach zu den Oxyproteinsäuren, mit welchen es die 
charakteristischen Reaktionen und den S-Gehalt teilt. Es beteiligt sich 
an dem Neutral-S des Harns, und zwar an jenem Anteil, der sicher 
organischen Ursprungs ist. 

Wie groß dieser Anteil ist, kann aus dem S-Gehalt des Uromelanins 
berechnet werden. Die Analyse meines Produktes ergab 3,5°%% S. Die 
gleiche Zahl aber hat auch Dombrowski in seinem auf ganz anderem 
Wege erhaltenen Uromelanin gefunden. Wir können uns daher aus 
diesen Zahlen unter der Voraussetzung, daß weitere Analysen sie 
bestätigen werden, schon jetzt eine ungefähre Vorstellung bilden, 
wieviel vom Neutralschwefel auf das Uromelanin bzw. Urochromogen 
entfällt. Bei einer Ausscheidung von 0,06 Urochromogen wäre dies 
rund 2 mg S pro die, bei einer Urochromogenausscheidung von (0,6 
pro die dagegen schon 20 mg. Der Anteil des Urochromogens an der 
Neutralschwefelausscheidung ist daher in normalen Fällen ein recht 
geringer, kann aber unter krankhaften Verhältnissen rasch ansteigen. 


Zusammenfassung. 

l. Es gibt keinen Farbstoff im Harn, welcher die Bezeichnung 
„Urochrom“ im früheren Sinne als ‚normaler gelber Harnfarbstoff' 
verdient. 

2. Das sogenannte Urochrom ist kein primärer Bestandteil des 
Harns, sondern entsteht erst sekundär durch Oxydation aus einem 
im normalen und pathologischen Harn gleichartigen Chromogen, dem 
Urochromogen. 

3. An der Harnfarbe beteiligen sich verschiedene endogene und 
wahrscheinlich auch exogene Farbstoffe und Chromogene, unter welchen 
Urochromogen keine dominierende Rolle spielt. 

4. Das Urochromogen ist die Ursache der Diazoreaktion Ehrlichs. 

5. Die negative Diazoreaktion Ehrlichs, welche früher dem Uro- 
chrom zugeschrieben wurde, wird durch eine relativ zu geringe Kon- 
zentration des Urochromogens an sich oder gegenüber anderen Harn- 
bestandteilen verursacht. Diese können durch bräunliche, gelbliche 
oder grünliche Färbung des Schaumes ihrer Diazoreaktion den 
Rosaschaum der Zhrlichschen Probe verdecken. 
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6. Das Urochromogen entsteht bei erhöhtem Gewebszerfall. Seine 
Steigerung gegenüber der Norm kann das Zehnfache und mehr be- 
tragen. Dann kann es an der Harnfarbe auch einen höheren Anteil 
nehmen. 

7. Es geht sehr leicht durch Oxydation, die schon durch Alkali 
bewirkt werden kann, in bedeutend stärker gefärbte Farbstoffe (,,Uro- 
chrom‘) und unter besonderen Bedingungen in Uromelanin über. 

8. Das aus Urochromogenfraktionen ausfallende Uromelanin, 
welches auch Thudichum und Dombrowski auf andere Weise aus ihrem 
„Urochrom‘ erhalten haben, steht sowohl in normalen wie in patho- 
logischen Fällen in konstanter Relation zur Diazoreaktion Khrlichs. 

9. Das Uromelanin bzw. seine Muttersubstanz, das Urochromogen, 
enthält organisch gebundenen Schwefel. 
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Die Bestimmung der Chloride in Organen und Nahrungsmitteln. 
Von 
St. Rusznyak und D. Kellner. 
(Aus der IIT. medizinischen Klinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 


Die Chlorbestimmung im Blute nach Korányi, welche durch den 
einen von uns [Rusznyak!)] zu einer Mikromethode umgestaltet 
wurde, hat sich in der täglichen Laboratoriumspraxis so gut bewährt, 
daß es aussichtsvoll erschien, die Methode auch auf Organe urd 
Nahrungsmittel anzuwenden. 

Vorversuche zeigten, daß die Zerstörung des Eiweißes durch 
KMnO, in Gegenwart von Salpetersäure nicht ohne weiteres auf 
organisiertes Eiweiß übertragbar war. Der größte Teil von Organ- 
klumpen blieb auch bei längerem Kochen in saurer Permanganat- 
lösung unangegriffen. Diese Schwierigkeit ließ sich jedoch dadurch 
umgehen, daß wir die Organe zuerst in konzentrierter Salpetersäure 
kochten. Unter dieser Behandlung zerfällt die organische Substanz 
(sogar Knochenstücke) in kürzester Zeit zu einer trüben flockigen 
Masse: dieses Zerfallen kann durch häufiges Schütteln mechanisch 
noch beschleunigt werden. Wird nun diese trübe Flüssigkeit mit 
Wasser verdünnt, dann Kaliumpermanganat zugefügt und weiter 
gekocht, so kann das ÖOrganeiweiß genau so vollkommen zerstört 
werden, wie bei der Originalmethode das Bluteiweiß, und der volu- 
metrischen Chlorbestimmung steht nichts mehr im Wege. 

Die Methode gestaltet sich also auf folgende Weise: Die nötige 
Substanzmenge wird abgemessen, im Trockenschrank zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und der Trockensubstanzgehalt bestimmt. Dann 
wird die Substanzmenge in einem Kolben mit konzentrierte Salpetersäure 


t) Diese Zeitschr. 114, 22. 
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einige Minuten lang gekocht, bis sie ganz zerfällt; nun wird mit 
Wasser verdünnt, die nötige Silbernitratmenge zugefügt und weiter 
gekocht, wobei vorsichtig so viel KMnO, zugesetzt wird, bis die 
braune Farbe der Lösung auch bei längerem Kochen nicht ver- 
schwindet. Hieran erkennt man, daß die gesamte durch K MnO, 
zerstörbare organische Substanz tatsächlich schon zerstört ist; die 
überschüssige Menge von KMnO, wird jetzt durch Zufügen von 
Dextrose oder Oxalsäure bei weiterem Kochen entfärbt, und die ent- 
stehende wasserklare Lösung ist zum Titrieren nach Volhard bereit. 
Die Methode ist sowohl als Makro-, wie als Mikromethode anwendbar, 
wobei folgende Einzelheiten berücksichtigt werden müssen. 


I. Makromethode. 


Die nötige Substanzmenge beträgt je nach Chlorgehalt 2 bis 5 g. 
Die Austrocknung im Trockenschrank muß nicht nur wegen der 
Bestimmung der Trockensubstanz vorgenommen werden, sondern 
auch deshalb, weil besonders bei wasserreichem Material durch den 
eigenen Wassergehalt die konzentrierte Salpetersäure verdünnt und 
das Zerstören hierdurch erschwert wird. Die ausgetrockneten Sub- 
stanzstücke werden in Kolben von 50 bis 75 ccm mit chlorfreier, konzen- 
trierter Salpetersäure so lange gekocht (1,5 bis 3 ccm HNO, auf jedes 
Gramm der Originalsubstanz), bis das Stückchen vollkommen zerteilt 
wird, was durch öfteres Schütteln beschleunigt werden kann. Nun 
wird mit Wasser verdünnt, die entsprechende Menge AgNO, zugefügt 
(inn bis Y/\om-Lösung je nach Chlorgehalt) und weiter gekocht, wobei 
KMnO,-Kristalle so lange zugesetzt werden, bis die Lösung dauernd 
eine braune Farbe behält; dann wird mit Dextrose entfärbt, ab- 
gekühlt und die überschüssige AgNO,-Menge in der wasserklaren 
Flüssigkeit durch Titrieren mit Ammoniumrhodanid bestimmt (Indi- 
kator: Eisenalaun). Die Konzentration der Rhodanidlösung richtet 
sich nach der verwendeten Silberlösung. 

Sollte die Flüssigkeit durch Bildung von rauchender Salpeter- 
säure eine bräunliche Farbe annehmen, wodurch das Erkennen des 
Farbenumschlages erschwert werden würde, so kann dem einfach durch 
Zufügen einiger Kubikzentimeterdestillierten Wassers abgeholfen werden. 

Es hat sich gezeigt, daß die Fette durch die beschriebene Be- 
handlung bei fettreichen Substanzen nicht vollkommen zerstört 
werden. Das Fett schwimmt nach Abkühlen der Flüssigkeit als 
Rahm an der Oberfläche. Hierdurch wird aber «das Titrieren nicht 
gestört, und die Chlorbestimmung gelingt auch in fettreichen Sub- 
stanzen (Butter, Speck usw.), wie aus unseren «daraufgerichteten 
Untersuchungen hervorgeht. f 
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II. Mikromethode. 


Zur Bestimmung genügen 200 bis 400 mg Substanz. Die nötige 
Menge wird auf der Torsionswage in kleinen Stückchen von Seiden- 
papier (2!/, x 4cm) eingehüllt abgewogen. Vorerst wird natürlich 
das Gewicht der Klammer und des Papierstückchens bestimmt. Auch 
muß man sich überzeugen, daß das verwendete Seidenpapier Chloride 
in nachweisbarer Menge nicht enthält. Die kleinen Päckchen werden 
nun samt Klammer im Trockenschrank zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet und so die Menge der Trockensubstanz bestimmt. Man 
entfernt nun die Klammer und gibt die Päckchen in kleine Erlen- 
meyersche Kolben, in welchen sie mit je 2 ccm konzentrierter chlor- 
freier Salpetersäure einige Minuten lang vorsichtig gekocht werden; 
hierbei zerfällt das Päckchen zu einer trüben Masse, welche keine 
gröberen Stücke enthalten darf. Jetzt wird mit einigen Kubik- 
zentimetern destillierten Wassers verdünnt, die nötige Menge von 
Ag NO, (2 bis 3 ccm einer !/ „n-Lösung je nach Chlorgehalt) zu- 
gesetzt und unter Zusatz von Kaliumpermanganat — in Kristallen 
oder einige Kubikzentimeter einer konzentrierten Lösung — weiter 
gekocht. Im übrigen gestaltet sich das Verfahren wie die Makromethode. 


III. Kritik der Methode. 


Die Genauigkeit der beschriebenen Methoden ist sehr zufrieden- 
stellend, da die Zerstörung der organischen Substanz eine schr voll- 
kommene ist und dabei ein Verlust an Chlor durch Glühen oder bei 
Filtrieren, wie solche bei anderen Verfahren nötig sind, vermieden 
wird und auch der Farbenumschlag beim Titrieren sehr scharf ist. 

Ein Nachteil besonders der Mikromethode besteht darin, daß die 
Chlorverteilung in einer organisierten Substanz nicht so gleichmäßig 
ist, wie z. B. im Blutserum, so daß man Gefahr läuft, besonders bei 
Nahrungsmitteln, verschieden chlorhaltige Stücke einer Substanz zu 
untersuchen; wir haben z. B. gefunden, daß der Chlorgehalt des 
Salats im Stengel viel kleiner ist als in den grünen Blättern. Bei 
Organuntersuchungen hängt wieder der Chlorgehalt sehr von dem 
jeweiligen Blutgehalt des ÖOrganstückchens ab; wird bei der Zer- 
teilung aus einem Stückchen mehr Blut ausgedrückt, wie aus dem 
anderen, so können natürlich Parallelbestimmungen nicht überein- 
stimmen. Um das zu verhüten, müssen die Organe auf einer reinen 
Glasplatte unter Vermeidung jeden Druckes mit einem scharfen Rasier- 
messer zerschnitten werden. Nur auf diese Weise wird man das 
Übereinstimmen von Parallelbestimmungen erreichen. 

In folgenden Tabellen führen wir einige mit den beschriebenen 
Methoden erhaltene Resultate an. 
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1. Organuntersuchungen (Mikromethode). 








Art ` Organ =- mn a IM EE 
i Ge j Vollgewicht | Trockensu bstanz 

| Leber 0,047 0,291 
Mensch | | Muskel 0,061 0,265 
(Meningitis puru- ? Milz 0,074 0,374 
lenta) | Haut 0.086 0,182 
| Niere 0,0% 0,592 
| Ä Leber 0,070 0,299 
Muskel 0.094 0,374 
ar = Milz 0.093 0.430 
Daum, | f Haut 0,114 0.272 
| " Niere 0,108 0,511 
Kalb ß Muskel 0,079 0,283 
Schwein | Muskel 0,065 0,199 
| Muskel 0,050 0,243 
Kaninchen | Haut 0.118 0.380 
| Leber 0,080 0.364 
. Muskel 0.057 0,218 
Kaninchen Haut 0.128 0.333 
SE Milz 0.090 0.415 
Rippe 0,045 0,074 
| Leber 0,073 0,266 
Meerschweinchen | | Kreee lee Gei 
; Haut 0.119 0.289 
Leber 0.048 0,240 

Meerschweinchen | | Muskel — —- 
(entblutet) | Milz 0.075 0.375 
Haut 0.084 0.170 


| 





C!-Gehalt in Oe 





2. Nahrungsmiltel. 
Die Doppelzahlen dieser Tabelle bedeuten nicht Parallelbestimmungen, 
sondern Analysenergebnisse von Nahrungsmitteln verschiedener Herkunft. 





Art Chlor in Vollgewicht 0n Methode 
Weizenmehl . . 0,108 makro 
Weißhrot 0.088—0.184 er 
Eigelb. . 0,034— 0,068 vg 
Fiweiß 0,078—0,081 SS 
Butter. . . 0.008—0,011 5i 
Schweinefett. 0,007 S 
Gelbe Rüben 0,004—0,013 | Se 
Petersiliewurzel 0,035 = 
Kartoffel 0.015—0.021 | Se 
Nüsse . 0.039 —0.049 mikro 


Bohnen . . 


Erbsen (gelb) É 
(grün) . 


0.025—0,027 
0.033 —0.043 
0.034— 0,046 


Salat (Blatt) 0,057 5 
an (Stengel) (OI) AR 


Kohlkraut . 
Spargel 


0.013— 0.045 
0.045--0.066 
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Zu den Nahrungsmittelbestimmungen ist zu bemerken, daß 
unsere Werte mit einheimischen Nahrungsmittelanalysen gut über- 
einstimmen. 

Die Einfachheit und Schnelligkeit der Veraschungsmethode mit 
Permanganat, sowie die Vermeidung jeglichen Verlustes durch Glühen 
oder Filtrieren, machen das Verfahren recht empfehlenswert. Die 
Mikromethode eignet sich auch für fortlaufende Untersuchungen bei 
Tierversuchen. 


Zusammenfassung. 
Zur Bestimmung der Chloride in Organen und Nahrungsmitteln 
wird die kombinierte Veraschung mit Salpetersäure und Kalium- 
permanganat empfohlen. 


Beziehungen zwischen 
dem Zuckergehalt des Plasmas und des Liquors. 


Von 
St. Rusznyák und L. Csáki. 


(Aus der III. medizinischen Klinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 


In einer früheren Arbeit hat der eine von uns (l) mitgeteilt, daß 
ein Teil des Serumzuckers nicht ultrafiltrierbar ist, sondern in einer 
kolloidalen Form oder Bindung im Serum vorhanden ist. Der Wert 
dieses kolloidalen Anteiles erwies sich als ziemlich konstant sowohl 
in normalen Fällen, wie auch bei erhöhten Blutzuckerwerten. Es 
konnte auch nachgewiesen werden (2), daß der nicht filtrierbare Zucker 
in keinem Znsammenhange mit der sog. ‚Restreduktion‘‘ steht. 

Aus Tierversuchen von de Haan und van Creveld (3) scheint hervor- 
zugehen, daß man Kammerwasser und Cerebrospinalflüssigkeit als 
Ultrafiltrate des Blutplasmas betrachten kann, und der geringere Zucker- 
gehalt dieser Flüssigkeiten wäre ebenfalls ein Beweis für das Vor- 
handensein von kolloidalem Zucker im Plasma. Wir haben ähnliche 
Untersuchungen an Menschen vorgenommen. Bei mehreren Kranken 
bestimmten wir den Plasmazucker auf eine von Csáki (4) beschriebene 
Weise, durch welches Verfahren man den wahren Wert des zirkulieren- 
den Plasmazuckers erhält. Nach der Blutentnahme haben wir sofort 
die Lumbalpunktion vorgenommen. Die Zuckerbestimmung geschah 
nach der Methode von Bang. Die Untersuchungsergebnisse sind in 
den zwei nachstehenden Tabellen zusammgefaßt, und zwar in Tabelle I 
die nichtdiabetischen Fälle, in Tabelle II dagegen die Diabetiker. 





Tabelle I. 

Zucekergehalt in °% 
Fall Diagnose Differenz 

Plasma | Liquor 
R. N. Arteriosclerose 0.080 0.050 0.030 
M. N. e 0.130 0.050 0.080 
B.G Rheumatismus 0.074 0.057 0.01% 
Sch. J. ` Tumor med. spin. 0.131 0.041 0,090 
N. W. Status febrilis 0,100 0,048 0.052 
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Tabelle II. 

Zuckergehalt in H. 
Fall Bemerkung Differenz 

Plasma | Liquor 
B. M. Behandelt 0.100 — 0.123 — 0,023 
Sch. W. Fr:sch 0.152 , 0,114 0.038 
D. N. a2 0.205 : 0,136 0.069 
F. Gy. | S 0.286 | 0,139 0,147 
F. Gy. Nach einwöchentl. Behandlung 0,189 0,105 0.084 
Z. J. Frisch 0,273 0.143 0.130 
F. M. = 0.245 | 0,143 0.102 


Wenn man die Cerebrospinalflüssigkeit als ein einfaches Ultra- 
filtrat des Plasmas auffaßt, in welchem nur der freie Zucker erscheint, 
so müßte man nach den Ultrafiltrationsversuchen erwarten, daß die 
Differenz zwischen Plasma- und Liquorwerten, also der gebundene 
Teil des Zuckers, keine großen Schwankungen aufweist. Demgegenüber 
finden wir, daß diese Differenz die verschiedensten Werte annehmen 
kann, während, besonders bei nichtdiabetischen Personen, gerade die 
Liquorwerte, also der freie Zucker, eine auffallende Konstanz zeigen. 
Dieses Verhalten scheint darauf hinzuweisen, daß bei der Bildung des 
Liquors neben der wahrscheinlich vorhandenen Ultrafiltration auch 
andere Kräfte am Werke sind. Man darf nicht vergessen, daß im 
Liquor auch Eiweiß, wenn auch in geringen Mengen, immer vorhanden 
ist, was bei einem tadellosen Ultrafiltrate nicht der Fall sein darf. 
Auch ist der Überdruck, unter welchem die Cerebrospinalflüssigkeit 
abgepreßt wird, viel kleiner (Kapillardruck—Liquordruck) als jener in 
unseren Ultrafiltrationsversuchen angewandte, so, daß neben der Ultra- 
filtration auch die Dialyse eine große Rolle spielen kann. Auch die 
Filtrationsmembran läßt sich sicherlich nicht in jeder Hinsicht mit 
einer Kollodiumhaut vergleichen. 


Auffallend ist, daß bei einem Diabetiker der Liquorwert größer 
war als der Plasmawert. Schon de Haan und van Creveld erwähnen, ` 
daß bei ihrem Versuche in einem Falle der Zuckergehalt des Kammer- 
wassers größer war als der betreffende des Plasmas. Sie erklären dieses 
Verhalten durch die Annahme, daß plötzlichen Schwankungen des 
Plasmazuckers der Zuckergehalt des Kammerwassers auf dem Wege 
der Dialyse nur langsam nachfolgen kann. Dieselbe Erklärung läßt 
sich auch auf unseren Fall anwenden; dafür spricht auch das Verhalten 
des Zuckers bei dem Diabetiker F. Gy., hier sehen wir, daß während 
der Behandlung der Sturz des Zuckerspiegels in Plasma viel größer 
war als in Liquor. 

Durch unsere Untersuchungen wie auch durch ähnliche von 
anderer Seite mitgeteilte Ergebnisse wird also die Frage nach der 
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Ursache des Unterschiedes im Zuckergehalt des Plasmas und des Li- 
quors nicht entschieden. Auf die möglichen Ursachen dieses Unter- 
schiedes wird in der Abhandlung von Csáki über die Verteilung des 
Blutzuckers ausführlicher eingegangen. 


Zusammenfassung. 


l. Bei nichtdiabetischen Personen ist der Zuckergehalt der Cere- 
brospinalflüssigkeit immer niedriger als der des Plasmas und beträgt, 
von kleinen Schwankungen abgesehen, ungefähr 0,05°/,. 

2. Bei Diabetikern fanden sich, abgesehen von dem höheren 
Zuckergehalt des Liquors, gewöhnlich ähnliche Verhältnisse; da jedoch 
bei plötzlichen Veränderungen des Plasmazuckers das Liquor nur 
langsam nachfolgt, kann es vorkommen, daß man eine Zeitlang im 
Liquor die höheren Werte findet. 


Literatur. 


1) Rusznyák, Diese Zeitschr. 118, 52. — 2) Rusznyák und Hetény, 
Fbendaselbst 121, 125. — 3) de Haan und van Creveld, Ebendaselbt 128, 190. 
— 4) Csáki, Wiener Arch. f. inn. Med. 8, 459. 


Physikalisch-chemische Untersuchungen an Körperflüssigkeiten. 
V. Bemerkungen zur Frage des Zustandes von Chlor und Zucker im Serum. 


Von 
Stefan Rusznyäk. 


(Aus der III. medizinischen Klinik in Budapest ) 
(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 


l. Ich habe vor einiger Zeit auf Grund von Uitrafiltrationsversuchen 
unter anderem die Mitteilung gemacht (diese Zeitschr. 110, 60), daß die 
Chloride in Serum und Plasma in freiem Zustande, d. h. nicht an Kolloide 
gebunden, vorhanden sind, und daß die Konzentration der Chloride irn 
Ultrafiltrate um ein Geringes größer ist als im Originalserum. Bei der Zu- 
sammenstellung der diesbezüglichen Literatur ist mir leider eine Arbeit 
Hamburgers entgangen (Wiener med. Wochenschr. 519, 575, 1916), worin, 
wie ich erst nachträglich ersehe, die gleichen Befunde mitgeteilt worden 
sind. lch bestätige hier gerne die Priorität Hamburgers und glaube, daß 
meine unabhängig von ihm durchgeführten Versuche seine Ergebnisse 
wirksam bestätigen. Die gegenteiligen Befunde von Falta und Richter- 
Quitiner (diese Zeitschr. 114, 310) beruhen auf einem Mißverständnis. Die 
genannten Autoren haben nämlich, wie das besonders aus einer weiteren 
Mitteilung von Richter-Quittner hervorgeht (diese Zeitschr. 124, 106) nicht 
die Konzentration der Chloride im Ultrafiltrate bestimmt, wie Hambur«er 
und ich, sondern die Menge der Chloride, welche durch vollständiges Ab- 
filtrieren des Serumwassers und Nachwaschen des Rückstandes mit 
destilliertem Wasser gewonnen’werden kann. Da die Chloride nicbt an die 
Kolloide gebunden sind, können sie natürlich quantitativ von dem Eiweiß 
getrennt werden. In den Untersuchungen von Hamburger und von mir 
handelt es sich demgegenüber um den Nachweis, daß die Konzentration. der 
Chloride im Filtrate größer ist als im Originalserum. Ich habe auch dem- 
gemäß nie „eine Anreicherung von Chlor im Filterrückstand des Ultre- 
filtrates“ beobachtet, sondern gerade das Gegenteil, je mehr Filtrat ab- 
gepreßt wurde, desto kleiner war die Chloridkonzentration des Filterrück- 
standes, wie das zu erwarten war. 

2. Meine Angabe (diese Zeitschr. 113, 52), daß ein Teil des Zuckers 
im Serum in unfiltrierbarer Form vorhanden ist, wurde seither von de Haan 
und van Creveld (diede Zeitschr. 123, 190) und in der Hauptsache auch von 
Richter-Quittner (l. e.) bestätigt. Ich habe seither gemeinsam mit Helén yi 
(diese Zeitschr: 121, 125) nachweisen können. daß der nichtfiltrierbare 
Anteil nicht die sogenannte ‚‚Restreduktion‘‘, sondern ein vergärbarer 
Zucker ist, welcher ın einer nicht näher bekannten, kolloidalen Form oder 
Bindung im Serum vorhanden ist. Die Einwände Richter-Quitiners gegen 
diese Auffassung (eventuclle Oxydation des Zuckers oder Adsorption an 
das Filter), werden durch den in meiner Arbeit mitgeteilten Befund wider- 
leet. daß die Zuckerkonzentration des Filterrückstandes während der 
Filtration zunimint. 


Physikalisch-chemische Untersuchungen an Körperflüssigkeiten. 
VI. Die reduzierte Viskosität des Serums. 


Von 


Stefan Rusznyäk. 
(Aus der III. medizinischen Klinik ın Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 


I. Fragestellung. 


Eine Fülle von bekannten Tatsachen unterrichtet uns über die 
Zustandsänderungen der isolierten Eiweißkörper unter den verschieden- 
artigsten künstlich hervorgerufenen Bedingungen. Es würde den 
Rahmen dieser Mitteilung weit überschreiten, wollte ich hier auch nur 
einen geringen Teil jener Arbeiten aufzählen, aus welchen die heutige 
physikalische Chemie der Proteine hervorgegangen ist. Es ist für 
den Kliniker eine befremdende Tatsache, daß das vorliegende riesige 
Material für die menschliche Pathologie kaum zu verwenden ist. 
Meines Wissens war A. Belak!) der erste, der bewußt auf diese Tat- 
sache hingewiesen hat und als ihre Ursache den Umstand bezeichnete, 
daß während die theoretische Forschung mit salzfreien ‚gereinigten‘ 
Eiweißkörpern arbeitete im menschlichen Körper die Proteine in 
Gemischen und Salzlösungen vorkommen. Es ist ja sicher, daß 
Gesetzmäßigkeiten am leichtesten an einfachen Systemen abzuleiten 
sind, doch war es sicherlich unbegründet, aus Furcht vor der Kom- 
pliziertheit der Verhältnisse die Erforschung der Eiweißkörper in 
nativem Zustande so unverhältnismäßig zu vernachlässigen. Belak 
hat in seiner erwähnten Arbeit die Wirkung von Säuren auf das 
nätive Serum untersucht, vor ihm haben sich besonders italienische 
Forscher (Botazzi, Buglia u. a.) mit dem physikalisch-chemischen 
Verhalten des nativen Serums unter verschiedenen äußeren Einflüssen 
befaßt. Meine diesbezüglichen, im Jahre 1914 begonnenen Arbeiten 
befassen sich mit einer anderen Seite der Frage. Ich wollte wissen, 
ob man etwas über den Zustand der Eiweißkörper im Serum unter 
normalen und pathologischen Verhältnissen erfahren könnte. Unter 


1) A. Belák, diese Zeitschr. 90, 96, Heft 1 bis 2. 
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dem Ausdruck ‚Zustand der Eiweißkörper“, verstehe ich ganz 
allgemein ihr physikalich-chemisches Verhalten. Über die Frage, ob 
die in Eiweißlösungen beobachteten Zustandsänderungen mit der Ver- 
änderung des Dispersitätsgrades zusammenhängen, wie das oft an- 
genommen wird, möchte ich mich vorläufig nicht äußern, denn meiner 
Ansicht nach genügt zur Entscheidung dieser Frage die Analogie mit 
Suspensionskolloiden keineswegs. 

Zustandsänderungen in Eiweißlösungen werden mit den ver- 
schiedensten Methoden nachgewiesen, unter welchen die Viskosität 
und die Fällbarkeit die Hauptrolle spielen. In der vorliegenden Arbeit 
habe ich mich mit der Viskosität der Serumeiweißkörper befaßt. Es 
liegen zahlreiche Untersuchungen vor, aus welchen hervorgeht, daß 
die Viskosität des Serums in erster Linie von seinem Eiweißgehalte 
abhängt [s. Nägeli !)]. Allerdings macht Bircher?) darauf aufmerksam, 
daß dieser Zusammenhang nicht in jedem Falle zutrifft, und gerade 
auf diese Abweichungen ist eigentlich die Rohrersche Methode der 
Bestimmung des Eiweißquotienten aufgebaut?). Um etwas über den 
Zustand der Serumproteine zu erfahren, konnte also das native Serum 
nicht ohne weiteres zur Untersuchung verwendet werden, sondern es 
mußten die zu vergleichenden Serumproben zuerst auf den gleichen 
Eiwerßgehalt gebracht werden, und zwar auf eine Weise, daB dabei 
weder die H-Konzentration noch der ursprüngliche Salzgehalt ver- 
ändert wird. Zu diesem Zwecke habe ich die Sera im Ultrafilter auf 
einen Eiweißgehalt von 10°/, eingedickt und erst dann viskosimetrisch 
untersucht. Die Viskosität des 10proz. Eiweiß enthaltenden Serums 
nenne ich reduzierte Viskosität. 


IH. Methodik. 


Das durch Venaesektion oder Punktion entnommene Blut der Kranken 
wurde im Eiskasten aufbewahrt, bis sich 30 bis 40 cem Serum abgeschieden 
hatten. Das Serum wurde im Zentrifugierapparat von roten Blutkörperchen 
befreit und sein Eiweißgehalt nach der Methode von Deycke und Ibrahim 3 
bestimmt. Diese sonst wenig angewandte Methode habe ich öfters mit der 
Kjeldahlschen Methode kontrolliert und fand sie immer zuverläßlich. 

Nachdem der Eiweißgehalt bestimmt worden ist, wurden 25 bis 30 ccm 
des Serums in einem Bechholdschen Apparate der Ultrafiltration unter- 
worfen (71%, % Kollodiumfilter, 9 bis 10 Atm. Oxygendruck). Die Ultra- 
filtration wurde so lange fortgesetzt, bis man annehmen konnte, daß der 
Kiweißgehalt des Serums auf mindestens 109, gestiegen ist; nun wurde der 
Apparat auseinandergenornmen, der über dem Filter verbliebene Rest ın 
einer Porzellanschale gesammelt und etwa darin enthaltene gelatinierte 


1) Nägeli, Blutkrankheiten. Berlin-Leipzig 1919. 

2) Bircher, Pflügers Arch. 182, 1. 

3) Rohrer, D. Arch. f. klin. Med., 121, 221. 

3) Deycke u. Ibrahim, Zeitschr. f. klin. Med. 58, 402. 
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Teilchen, durch gründliches Umrühren gelöst. Es folgte nun eine neuerliche 
Eiweißbestimmung in dem auf diese Weise eingedickten Serum; sie mußte 
mindestens einen Eiweißgehalt von 10%, ergeben. War der Eiweißgehalt, 
wie gewöhnlich, noch höher, so wurde das eingedickte Serum mit dem eigenen 
Ultrafiltrate auf 10% Eiweißgehalt verdünnt. 

Die Viskosität der so erhaltenen, bezüglich Eiweiß gleich konzentrierten 
Serumproben wurde in einem Hirsch-Beckschen Viskosimeter bestimmt. 
Ich arbeitete mit einem Überdruck von 452 mm Benzol bei 20,0°C. Die 
benutzte Kapillare hatte einen Wasserwert von 14,5”. 


III. Untersuchungsergebnisse. 

Ich habe die auf 10°/, Eiweißgehalt reduzierte Viskosität des 
Serums in 24 Fällen bestimmt. Sämtliche Untersuchungen wurden 
in der ersten Hälfte des Jahres 1914 vorgenommen. Die Ergebnisse 
dieser Bestimmungen sind in den folgenden zwei Tabellen zusammen- 
gestellt. 


Tabelle I. 

















Protokoll- Ursprünglicher Eiweißgehalt 








Nr. Diagnose | des Serums in Ae Reduzierte Viskosität 
l | Stenosis pylori | 8.6 2.2 
3 Hysterie | 7,1 22 
4 Myodeg. cordis | 6,9 | 2.0 
5 Nephroselerosis 8.2 2.2 
7 Insuff. aortae | 6.2 24 
9 | Nephrosclerosis 6,6 2,3 

II Urämie 7,6 2,3 

15 ‚ Diabetes mell. | 6,2 25 

16 | Arteriosclerosis | 6,9 2,6 

18 | Apoplexia cerebri 77 2.4 

19 | Urämie | 6.9 2.4 

21 | Arteriosclerosis 6.5 27 

Mittel | 7,1 | 2,35 


In der ersten Tabelle sind die Daten jener Fälle angeführt, bei 
welchen der ursprüngliche Eiweißgehalt des Serums innerhalb der 
normalen Grenzen gefunden wurde. In dieser Gruppe waren ver- 
schiedene Krankheiten vertreten. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, 
schwankte der Eiweißgehalt des Serums zwischen 6,2 und 8,6°/,. Der 
reduzierte Viskositätswert schwankt zwischen 2,0 und 2,7, in den 
meisten Fällen nur zwischen 2,2 und 2,4 und beträgt im Durchschnitt 
2,35. Das besagt, daß die reduzierte Viskosität des Serums eine 
konstante Größe ist, an welcher der Organismus ebenso festzuhalten 
trachtet, wie an seinen anderen konstanten Eigenschaften (molekulare 
Konzentration, Blutzuckerspiegel usw.). Ganz anders gestalten sich 
jedoch die Verhältnisse, wenn infolge Versagens der Nierenregulation 
eine Hydrämie, oder, wie neuerdings gerne genannt wird, eine 
Hypalbuminose des Serums entsteht. 
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Tabelle II. 





Protokoll- Ursprünglicher Eiweißgehalt Reduzierte 








Nr. Diagnose des Serums in Co Viskositat 
S H 
2 Nephrose | 4,1 4.3 
6 Schwangerschaftsniere | 3.2 | 4,4 


|  Glomerulonephritis chron. 





\ mit nephrotischem Einschlag 2,8 
10 ' Glomerulonephritis chron. 5,9 2.6 
, Glomerulonephritis chron. |} a o 
Ge mit nephrot. Einschlag | a Ge 
13 j 6,0 A8 
14 Nephritis subacuta | 4,2 5.1 
- |  Glomerulonephritis chron. | e r 
17 i l = 5,1 6. 

| mit nephrot, Einschlag | 
20 4,8 3.9 
22 5 5.8 2,7 
23 Glomerulonephritis subac. 6,1 4.4 
24 Glomerulonephritis chron. 5.6 | 3.2 


Die hier aufgeführten Fälle sind lauter hydrämische, ödematöse 
Nierenkranke, bei welchen der Eiweißgehalt des Serums oft sehr 
niedrige Werte erreicht. Die Eiweißwerte schwanken zwischen 3,2 
und 6,1% Auffallend ist, daß die auf 10°/, reduzierte Viskosität 
des Serums bedeutend höhere Werte ergibt als in der ersten Gruppe: 
in einem Falle erreicht die reduzierte Viskosität den Wert 6,3, also 
fast den dreifachen der normalen Viskosität. Ein eindeutiger Zu- 
sammenhang zwischen Hydrämie und Erhöhung der reduzierten 
Viskosität ist nicht nachweisbar, doch zeigt ein Blick auf die Tabelle. 
daß gewöhnlich die niedrigsten Eiweißwerte mit der größten Steigerung 
der reduzierten Viskosität zusammenfallen. 

Die Tatsache, daß in normalen Fällen die reduzierte Viskosität 
des Serums eine konstante Größe ist (bei 10°/, Eiweiß 2,35). erklärt 
sich zwanglos aus dem Umstand, daß die Zusammensetzung des 
normalen Serums bezüglich des Zustandes seiner Eiweißkörper ebenso 
konstant ist, wie bezüglich der Kristalloide. Weniger einfach ist die 
Frage der Erhöhung der Viskosität bei hvdrämischen Nierenkranken 
zu beantworten. Hierbei wäre hauptsächlich an drei Möglichkeiten 
zu denken. Entweder verändert sich der Zustand der vorhandenen 
Fiweißkörper im Sinne einer gesteigerten „Hydratation“, oder es 
ändert sich die Zusammensetzung des Serums derart, daß stärker 
visköse Kiweißkörper auf Kosten der weniger viskösen auftreten, oder 
drittens, daß beide Änderungen gleichzeitig nebeneinander bestehen. 

Die erwähnte Zustandsänderung der Eiweißkörper könnte be- 
kanntlich durch die Anhäufung von Säure oder Alkali bewirkt werden. 
Ich habe anfangs hauptsächlich an eine Säurewirkung gedacht und 
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zur Entscheidung der Frage seinerzeit auch Tierversuche vorgenommen, 
wobei auch der Einfluß einer doppelseitigen Nierenexstirpation unter- 
sucht wurde. Die diesbezüglichen Versuche sind zur endgültigen Ent- 
scheidung der Frage viel zu wenig zahlreich, da ihre Fortführung 
durch den Krieg verhindert wurde, doch sollen sie im nachstehenden 
mitgeteilt werden, da aus ihnen einige interessaute Einzelheiten doch 
zu ersehen sind. Zu diesen Versuchen wurden Hunde verwendet, 
welche aus der Art. carotis verblutet wurden. Die Untersuchung des 
Serums geschah genau in der gleichen Weise wie des Menschenserums. 
An einem Tier wurde kein Eingriff vorgenommen, ein anderes bekam 
vor der Entblutung 100 ccm physiologische Kochsalzlösung intravenös, 
bei drei Tieren wurden beide Nieren entfernt und zwei anderen wurde 
Salzsäure (in 0,9proz. Kochsalzlösung gelöst) intravenös infundiert. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 


Tabelle III. 














H a 2j 
SEN Ent- | Že | 3 
Gewicht Fiugriff blutet | Eë 3 S z 
nach Zah ee 
2 Ae 

ke H i 
5h, | Kein Eingriff — |49 | 26 
5', :100cem 0,9proz. Kochsalzlösung intravenös 5’ 5,2 |; 24 
6 Doppelseitige Nephrektomie | 24h | 4,7 | 27 
5 a. ge 24h | 51 ; 24 
~ S | 48h | 50 | 28 
12 100 cem n!10 Salzsäure intravenös 5 737 2.8 
T i 100 cem nä Salzsäure intravenös I Ze 2,9 | 3.4 


x 


Aus der Tabelle ist zunächst ersichtlich, daß die reduzierte Vis- 
kosität des normalen Hundeserums innerhalb der Grenzen der Vis- 
kosität des normalen Menschenserunis liegt. Dieser Wert wird weder 
durch die Infusion einer physiologischen Kochsalzlösung noch durch 
Nephrektomie und sogar durch die Infusion einer beträchtlichen 
Säuremenge nicht nennenswert beeinflußt, erst durch die Infusion 
einer äußerst großen Salzsäuremenge gelang es, den Wert der reduzierten 
Viskosität zu steigern, ohne dabei die bei kranken Menschen gefundenen 
Werte zu erreichen. Wenn durch diese Befunde auch die Möglichkeit, 
daß andere Säuren vielleicht eine intensivere Wirkung entfalten 
könnten, nicht ausgeschlossen werden kann, so sprechen sie doch sehr 
gegen die Annahme, daß die Erhöhung der reduzierten Viskosität bei 
der Hydrämie der Nierenkranken als eine einfache Säurewirkung 
aufzufassen wäre, besonders wenn man noch die Befunde Beläl:s be- 
rücksichtigt, aus welchen zu ersehen ist, welche hohe Säure- 

Biochemische Zeitschrift Band 133. 24 


364 St. Rusznyák: Reduzierte Viskosität des Serums. 


konzentrationen nötig sind, um eine meßbare Viskositätssteigerung 
des nativen Serums zu bewirken. Auf andere Art hervorgebrachte 
Zustandsänderungen des Serumeiweißes werden jedoch durch die bis- 
herigen Befunde nicht ausgeschlossen und die Untersuchungen müssen 
in dieser Richtung noch fortgesetzt werden. 

Die zweite erwähnte Möglichkeit war die Annahme einer Änderung 
in der Zusammensetzung der Serumeiweißkörper. In erster Linie 
wäre hier an eine relative Vermehrung der Globuline zu denken. 
Rohrer!) fand, daß Globulinlösungen ungefähr doppelt so viskös sind 
als gleichkonzentrierte Albumirlösungen. Es ist schon eine seit längerer 
Zeit bekannte Tatsache, daß bei vielen Nierenkranken das Verhältnis 
Albumin : Globulin abnimmt, daß also die Globuline sich im Serum 
relativ vermehren. Neuerdings betont besonders Epstein?), daß dieses 
Verhalten besonders für Nephrose charakteristisch sei. Gegenüter 
den Befunden Rohrers wären die Untersuchungen Beäks?) zu er- 
wähnen, aus welchen hervorzugehen scheint, daß frisch hergestellte 
Globulinpräparate in Serum gelöst dessen Viskosität kaum erhöhen 
und nur ältere ‚‚gelatinierte“ Präparate eine viskositätssteigernde 
Wirkung entfalten. Eine systematische, experimentelle Bearbeitung 
der Frage über die Bedeutung des Albumin-Globulinquotienten wurde 
bisher durch die Schwerfälligkeit der Eiweißbestimmungsmethoden 
verhindert. Um den ganzen Komplex dieser Frage mit einiger Aussicht 
auf Erfolg bearbeiten zu können, mußte eine neue Methode ausfindig 
gemacht werden, welche einfacher und schneller als die bisherigen 
arbeitend, die Bestimmungen des Albumin-Globulinquotienten in 
kleinen Substanzmengen erlaubt. Eine solehe Methode und die mit 
ihr erhaltenen Resultate sollen demnächst mitgeteilt werden. 


Zusammenfassung. 


Die ‚‚reduzierte Viskosität‘, d. h. die Viskosität des mittels 
Ultrafiltration auf 10°/, Eiweißgehalt eingedickten Serums ist in 
normalen Fällen, von geringen Schwankungen abgesehen, eine konstante 
Größe und beträgt durchschnittlich 2,35. Bei ödematösen, hydrö- 
mischen Nierenkranken war eine oft bedeutende Erhöhung der 
reduzierten Viskosität zu konstatieren. 


1) Rohrer, D. Arch. f, klin. Med. 121, 221. 
2) A. Epstein, Am. Journ. of med. sciences, CLXIII, 2. 
3) A. Belák, diese Zeitschr. 90, 96, Heft 1 bis 2. 


Die Umgestaltung. des Chromophotometers von Plesch 
in ein Nephelometer. 


Von 
Stefan Rusznyak. 


(Aus der III. medizinischen Klinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Nephelometrie spielt, infolge der großen Leistungsfähigkeit 
der in letzter Zeit erbauten Apparate, eine immer größere Rolle in 
der physiologisch-chemischen Methodik. Eine ganze Reihe von Be- 
stimmungen ist schon derzeit auf nephelometrischem Wege ausführbar, 
und da sie alle durch große Einfachheit ausgezeichnet sind, wird sich 
ihre Zahl voraussichtlich bald noch bedeutend erhöhen. Ein Nachteil 
der Nephelometrie besteht zweifellos darin, daß sie die Beschaffung 
eines Instrumentes nötig macht, welches, infolge der gewöhnlich an 
ihm vorhandenen vorzüglichen Optik, recht kostspielig zu sein pflegt. 
Es lag auf der Hand, diese Schwierigkeit dadurch zu umgehen, daß 
man trachtete, die optische Einrichtung eines anderen, zu ähnlichen 
Zwecken gebrauchten Instrumentes zu einem Nephelometer zu ver- 
wenden. Kober (l) war der erste, der eine Umwandlung eines Kolori- 
meters in einen Nephelometer beschrieb. Er arbeitete mit einem Dubosq- 
kolorimeter. Ich war im Besitze eines Plesch schen Chromophotometers, 
dessen hervorragende Optik zur Verwendung in einem Nephelometer 
geradezu prädestiniert erschien; dies um soeher, als das beste bis jetzt 
gebaute Nephelometer, das Kleinmannsche, in seiner ursprünglichen 
Form auf ähnlichen Prinzipien aufgebaut ist wie das Chromophoto- 
meter. Der Liebenswürdigkeit und der großen Erfahrung der Firma 
Franz Schmidt & Haensch in Berlin ist es auf Grund meiner Pläne 
gelungen, einen Zusatzteil zum Chromophotometer zu konstruieren, 
durch dessen Verwendung das Chromophotometer auch als Nephelo- 
meter benutzt werden kann. Da hierbei die ganze ursprüngliche Optik 
unverändert beibehalten wird, beträgt der Preis des Zusatzteiles nur 
einen kleinen Bruchteil eines selbständigen Nephelometers. 


24* 
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Besehreibung des Instrumentes. 


Aus der beigefügten Abbildung ist die Konstruktion des ergänzten 
Instrumentes gut ersichtlich. An der Säule des Chromophotometers sind 
bekanntlich drei Bügel angebracht, von welchen der unterste unbeweglich 
ist, während die zwei oberen mit Hilfe von Zahnrädern verschiebbar sind. 
In den obersten Bügel wird die sogenannte optische Kompensation ein- 
gespannt und ganz heraufgeschraubt. Diese besteht, wie beim ursprüng- 
lichen Kleinmannschen Nephelometer, aus einer eingefaßten kurzen Glas- 
säule, welche zur Ausgleichung der Lichtabsorption des reflektierenden 
Prismas dient. In den untersten 
festsitzenden Bügel wird der 
eigentliche Zusatzteil einge- 
spannt. Dieser besteht aus zwei 
miteinander fest verbundenen, 
viereckigen Behältern, welche 
aus schwarzlackiertem Blech 
hergestellt sind. An beiden Be- 
hältern ist je ein länglicher 
Fensterausschnitt an der Be- 
leuchtungsseite angebracht, 
dessen Länge durch eine ver- 
stellbare Metallplatte beliebig 
variiert werden kann. An dem 
einen Behälter wird diese Platte 
durch eine Schraube bewegt 
und die Länge der jeweiligen 
Fensteröffnung ist an einer 
Millimeterteilung mit Nonius ab- 
zulesen. Die Platte des anderen 
Behälters ist in den mittleren 
Bügel des Chromophotometers 
eingespannt und kann durch 
die dazugehörige Schraube be- 
wegt werden; die Fensterlänge 
dieses Behälters kann an der 
auf der Stange des Chromo- 
photometers angebrachten Milli- 
meterteilung abgelesen werden. 

GE Die zu vergleichenden 
Flüssigkeiten werden in zwei 
gleich große viereckige Glaströge gefüllt, welche zur Vermeidung eines 
Meniskus und dadurch verursachte störende Lichtreflexe mit runden Glas- 
stöpseln geschlossen werden. Die Stöpsel sind derart abgemessen, daß ihre 
untere Fläche bis auf 1 mm über dem oberen Fensterrand in die Flüssigkeit 
eintaucht; hierdurch wird erreicht, daß das in der Flüssigkeit entstehende 
Licht auf dem Wege zur Optik nur eine 1 mm dicke unbeleuchtete Flüssig- 
keitsschicht passieren muß. Die gefüllten Glaströge werden in den Metall- 
behältern versenkt. Zwecks vollkommenen Lichtabschlusses werden noch 
die Behälter mit Verlängerungen aus schwarzem Karton versehen und die 
Optik des Instrumentes vor seitlich einfallendem Licht durch Aufsetzen 
einer Bleikappe geschützt. 
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Einige Maße des Instrumentes (nur des Zusatzteiles). 


Größte Fensterhöhe . 45,5 mm Glastrog, innere Höhe . 70 mm 
Fensterbreite .... . 10,0 ,, ,„ innerer Durchm. 12 ,, 
Glasstöpsel, Höhe... . 22mm 
Se Durchmesser 12 ,, 


Fassungsraum des Troges samt Stöpsel etwa 7,5 ccm. 


Handhabung des Instrumentes. 


Zuerst wird die Bleikappe auf die Optik aufgesetzt, die optische Kom- 
pensation in den obersten Bügel eingespannt und hochgeschraubt und in 
den mittleren Bügel die erwähnte Metallplatte eingefügt. Nun werden 
beide Glaströge mit derselben Flüssigkeit vollgefüllt, die Glasstöpsel ein- 
gesetzt, wobei man besonders darauf achten soll, daß an der Unterfläche 
der Stöpsel keine Luftblasen verbleiben. Beide Tröge werden außen mit 
einem Tuch sorgfältig abgetrocknet und mit Hirschleder blank geputzt. 
Dann werden die Tröge in die Metallbehälter eingesetzt, die zugehörigen 
Kartonverlängerungen aufgesetzt und der ganze Zusatzteil in den unteren 
festen Bügel eingefügt. 

Als Lichtquelle benutze ich eine starke Metallfadenlampe, welche in 
einem Blechgehäuse mit einer kreisrunden Öffnung steckt und dessen Ent- 
fernung von dem Apparat etwa 75cm beträgt. Die Beleuchtung erfolgt 
von der Seite aus. Zwischen Apparat und Lampe schaltet man zweckmäßig 
eine Wasserschicht ein, zur Absorption der Wärmestrahlen. Man überzeugt 
sich nun, daß das Instrument richtig zentriert ist, d. h. daß zur Erzielung 
der gleichen Lichtstärke in den ovalen Feldern des Chromophotometer: 
die Fensteröffnungen an beiden Behältern gleich groß sein müssen. Ist dies 
nicht der Fall, so muß der Apparat oder die Lampe so weit verschoben 
werden, bis die richtige Stellung ermittelt wird. Lampe und Apparat werden 
in dieser Lage fixiert, am besten dadurch, daß man das ganze System auf 
eine optische Bank montiert. 

Wenn der Apparat eingestellt ist, kann man zur eigentlichen Unter- 
suchung schreiten. Zu diesem Zwecke wird der Zusatzteil herangezogen, 
die Tröge werden aus den Behältern genommen, entleert und mit den zu 
vergleichenden Flüssigkeiten gefüllt, wieder in die Behälter eingesetzt, die 
Kartonverlängerungen aufgesetzt und der Zusatzteil wieder in den be- 
treffenden Bügel eingeschoben. 

Die Ablesung und die Berechnung des Konzentrationsverhältnisses 
der Lösungen ist ähnlich wie beim Kleinmannschen Nephelometer. In 
zahlreichen Versuchen habe ich mich überzeugen können, daß, wenn die 
Konzentrationsunterschiede zwischen den zwei Lösungen nicht zu groß 
sind, zur Erreichung eines befriedigenden Mittelwertes fünf Ablesungen 
genügen, bei größeren Differenzen ist es ratsam, zehn Ablesungen vorzu- 
nehmen und eventuell die beiden Tröge miteinander zu vertauschen und 
eine Parallelbestimmung zu machen. 

Über die Reinigung der Glasteile des Instrumentes habe ich den Aus- 
führungen von Kleinmann (2) und von Weinberg (3) nichts zuzufügen. 


Die Leistungsfähigkeit des Instrumentes. 
Infolge der Vorzüglichkeit der Optik des Chromophotometers ist die 
Leistungsfähigkeit des Instrumentes eine recht hohe. Sie soll durch folgenden 
Versuch illustriert werden. Von einer wässerigen Glykogenlösung wurden 
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2,3- und 4fache Verdünnungen hergestellt und nephelometrisch unter- 
sucht. In den folgenden Tabellen wollen wir den vom Untersucher ent- 
fernteren Behälter mit ‚‚a‘‘, den näheren mit D" bezeichnen. Die Zahlen 
bedeuten die Fensterhöhen in Millimetern. Zuerst kam die Originallösung 
in den Behälter ,a“ und die Verdünnungen nach der Reihe in den Be- 
hälter Ar", 





Tabelle I. 
Verdünnung 1:1 | 1:2 1:3 1:4 
rn 10 10 10 10 
10,0 20,0 29,7 38,6 
10,1 19,8 29,5 41,2 
10.1 19,8 30,2 40,2 
9,9 | 19,7 30,7 | 40,8 
b (gefunden) . ... 9,9 , 20,1 29,6 | 39,4 
9,8 20,5 29,7 41,0 
9,9 20,1 29,9 39,5 
10,0 20,4 | 30,1 40,7 
10,0 19,9 30,0 39,7 
10,1 20,2 30,2 39,6 
Durchschnitt . . . . 9,98 20,06 29,96 40,07 
b (berechnet) . . . . 10 20 30 40 
Abweichung in °, . . — 0,2 + 0,3 —02 +0,2 


Jetzt wurden die Tröge vertauscht, wodurch die Originallösung in 
„b“ kam, während die Verdünnungen der Reihe nach in ‚‚a‘““ eingesetzt 
wurden. 








Tabelle II. 
Verdünnung 1:1 1:2 | 1:3 | 1:4 
ZEN 10 20 30 40 
| 9,8 10,1 9,9 | 10,6 
10,0 10,3 10,0 Ä 9,7 
9,8 10,2 | 10,1 10.4 
9,9 9,9 | 9,8 | 10,7 
b (gefunden) . . .. 10,0 10,0 9,9 9.8 
10,2 10,0 9,9 | 9,6 
10,2 10,2 | 10,1 | 10,5 
10,1 | 10,0 | 10,2 | 10,0 
10,0 | 10.1 10,2 | 10,3 
10,0 9,8 10,1 99 
Durchschnitt . . . . 10.00 10.06 10.02 10.15 
b (berechnet) . . . . 10 Ä 10 10 | 10 
Abweichung mie, . +0 +06 +02 . +15 


Die Resultate sind, wie aus den Tabellen ersichtlich, sehr befriedigend 
und die Fehler nicht größer wie beim Kleinmannschen Instrument. Größere 
Schwankungen ergeben sich nur dort, wo die Konzentrationsunterschiede 
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der miteinander verglichenen Flüssigkeiten sehr große sind (1: 4), aber das 
Durchschnittsergebnis ist trotzdem auch in diesem Falle ein recht gutes. 
Die mitgeteilten Versuche sind zugleich eine Bestätigung der Kleinmann- 
schen Befunde, nach welchen die nepbelometrischen Ablesungen umgekehrt 
proportional den Konzentrationen der untersuchten Flüssigkeiten sind. 


Zusammenfassung. 
Es wird beschrieben, wie aus dem Chromophotometer von Plesch 
durch einen relativ einfachen Zusatzteil ein leistungsfähiges Nephelo- 
meter gemacht werden kann. 


Literatur. 


1) Kober, Journ. of Biol. Chem. 18. — 2) Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 
4—6. — 3) Weinberg, ebendaselbst 125. 


Die nephelometrische Bestimmung des 
Albumin-Globulinquotienten. 


Von 
Stefan Rusznyák. 


(Aus der III. medizinischen Klinik in Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1922.) 


In einer früheren Arbeit habe ich (1) darauf hingewiesen, daß die 
Erforschung der Bedeutung des Eiweißquotienten bisher durch die 
Schwerfälligkeit der Bestimmungsmethoden sehr behindert worden ist. 


Wer die ursprüngliche gravimetrische Methode von Hammarsten (2) aus 
eigener Erfahrung kennt, wird dieser Ansicht sicherlich beistimmen. In 
neuerer Zeit sind verschiedene Methoden mitgeteilt worden, welche alle 
eine Vereinfachung der Bestimmung des Eiweißquotienten erstreben. Bis 
zu einem gewissen Grade ist dies auch gelungen. So bestehen die zwei von 
Rohrer (3) beschriebenen Methoden nur aus Refraktions- und Viskositäts- 
bestimmungen, beide sind in kurzer Zeit und an kleinen Substanzmengen 
ausführbar, doch scheint es, daß die Methode an Genauigkeit viel zu 
wünschen übrig laßt. Bei der Methode von Azthenrieth (4) wird, wie Albert (5) 
ganz richtig betont, nur die eigentliche Gravimetrie, durch Einführung aer 
kolorimetrischen Eiweißbestimmung ausgeschaltet und das schwierige und 
umständliche Filtrieren der FKiweißniederschläge beibehalten. Die jüngst 
beschriebene Methode von Howe (6) verwendet statt der Kolorimetrie eine 
Stickstoffbestimmung, was sicherlich nicht zur Einfachheit der Methode 
beiträgt. Die bisher einfachste und schnellste Methode scheint die Zeutri- 
fugiermmethode von ert (5) zu sein, leider entbehren wir in seiner, sonst 
vorzüglichen Arbeit, Angaben über Kontrollanalysen mit Hilfe der gravi- 
metrischen Methode. 


Bei der bekannten Einfachheit und Schnelligkeit der nephelo- 
metrischen Methoden schien es von vornherein aussichtsvoll, die Be- 
stimmung des Eiweißquotienten auf diesem Wege zu versuchen. Zu 
diesem Zwecke habe ich zahlreiche Vorversuche unternommen, einer- 
seits, um die Bedingungen der gleichmäßigsten Fällungen, anderer- 
seits, um die vorteilhaftesten Mengenverhältnisse kennen zu lernen. 
Ich habe zur Fällung der Eiweißkörper Ammoniumsulfatlösungen be- 
nutzt, sicherlich wären auch andere Salzlösungen, besonders Magnesium- 
und Natriumsulfat, ebensogut zu gebrauchen. Um die Bildung von 
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ausflockenden Niederschlägen zu vermeiden, habe ich größere Ver- 
dünnungen des Serums angewendet. Zur Fällung des Globulins ver- 
setze ich 0,1 ccm Serum mit 25 ccm einer halbkonzentrierten Ammon- 
sulfatlösung; die geringe Verdünnung der Salzlösung durch das Serum 
spielt keine Rolle. Die Fällung des Gesamteiweißes erfolgt mit einer 
halbkonzentrierten Ammonsulfatlösung, welche Salzsäure in der Kon- 
zentration von n/10 enthält. (Diese Lösung wird hergestellt, indem 
man eine konzentrierte Ammonsulfatlösung zu gleichen Teilen mit 
einer nj Salzsäurelösung vermischt.) Ich fand, daß man am zweck- 
mäßigsten 0,1l cem Serum mit 50 cem dieser Lösung versetzt. 

Der Gang einer Bestimmung des Eiweißquotienten gestaltet sich 
also auf folgende Weise. In zwei Erlenmeyerkolben werden möglichst 
genau je 0,l cem des zu untersuchenden Serums abgemessen. In den 
einen Kolben lassen wir nun unter fortwährendem Unschwenken 
25 ccm einer halbkonzentrierten Ammonsulfatlösung zufließen (Glo- 
bulin); in den anderen Kolben dagegen auf ähnliche Weise 50 cem 
der erwähnten sauren Ammonsulfatlösung (Gesamteiweiß). Die in 
beiden Kolben entstehenden trüben Lösungen können schon nach 
einigen Minuten im Nephelometer miteinander verglichen werden. 
Ich habe als Nephelometer das nach meinen Plänen umgewandelte 
Chromophotometer von Plesch benutzt (s. diese Zeitschr. 133, 365, 1922). 
Das gefundene Verhältnis Gesamteiweiß: Globulin muß noch mit 
2 multiplizierl werden (genauer mit 1,996), denn bei der Fällung haben 
wir dieselbe Serummenge bei der Globulinfällung auf 25,1 ccm, bei 
der Gesamteiweißfällung dagegen auf 50,1 cem verdünnt. 

Wenn man so das wahre Verhältnis Gesamteiweiß : Globulin be- 
rechnet hat, erhält man daraus den Albumin-Globulinquotienten ein- 
fach dadurch, daß man 1 substrahiert. Das Gesamteiweiß besteht 
nämlich aus der Summe des Albumins (a) und des Globulins (g), das 


Verhältnis Gesamteiweiß : Globulin ist SES daraus folgt, daß 
g 


a+g l a 
g g 
d. h. der Albumin-Globulinquotient. 

Die ganze Prozedur: Fällung, Bestimmung und Berechnung kann 
in 10 bis 12 Minuten ausgeführt werden. Die Methode eignet sich 
dadurch ganz hervorragend zu Reihenuntersuchungen und hat sich 
mir besonders bei Untersuchungen über die Bedeutung des Eiweiß- 
quotienten bewährt. 

Die Methode wurde öfters mit der gravimetrischen Methode kon- 
trolliert. Einige dieser Fälle sollen in der nachfolgenden Tabelle mit- 
geteilt werden. 


H 
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Die Übereinstimmung ist eine recht gute. Wenn man neben den 
Quotienten auch die absoluten Werte wissen will, so braucht man 
bei einer Reihenuntersuchung nur in einer einzigen Lösung eine quanti- 
tative Eiweißbestimmung vorzunehmen [mit der gravimetrischen oder 
mit der Claudiusschen Methode (7)]. 





Albumin : Globulin 
Diagnose e ——— 


Glomerulonephritis . . 1,91 1,98 


Nephrose. . . .... 0.95 1,03 
Diabetes... .... 1,07 0,98 
Lues e, 1,34 1,33 


Der Verwendung der nephelometrischen Methode zur Bestimmung 
des Eiweißquotienten im Harn oder im Liquor steht nichts im Wege, 
nur müssen in diesen Fällen die Mengenverhältnisse dem kleineren 
Eiweißgehalt entsprechend abgeändert werden. Versuche in dieser 
Richtung sind im Gange, wie auch über die Bestimmung des Fibri- 
nogens im Plasma. 


Zusammenfassung. 


Zur Bestimmung des Albumin-Globulinquotienten im Serum auf 
nephelometrischem Wege wird eine einfache Methode mitgeteilt. 
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LIV. Mitteilung. 
Von 
Leon Asher. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Bern.) 


Ein Beitrag zum Nachweis von Adrenalin in arteriellem Blut 
der Tiere. 


Von 
Carlo Sehneider. 


(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der jüngsten Zeit tritt mannigfach in einschlägigen Arbeiten 
die Neigung auf, dem Adrenalin den Charakter eines inneren Sekrets 
oder Hormon abzusprechen. Dies ist um so beachtenswerter, als gerade 
die Stellung des Adrenalins in jeder Beziehung als die gesichertste galt. 
Die Gründe, welche für die neuerliche Skepsis gegenüber dem Adrenalin 
geltend gemacht wurden, sind zweierlei Art. Erstens wird behauptet, 
daß unter natürlichen Bedingungen nur im Blute der Nebennieren- 
vene und deren nächsten Nachbarschaft Adrenalin vorkommt, nicht 
aber im arteriellen Blute. Es soll vielmehr, ehe das Adrenalin in den 
allgemeinen Kreislauf gelangt, dasselbe zerstört worden sein. Zweitens 
wird von denjenigen, die möglicherweise das Vorkommen von Adrenalin 
im Gesamtblute nicht unbedingt ablehnen wollen, dem Adrenalin der 
Charakter als Hormon abgesprochen, weil es keine physiologische 
Funktion geben soll, auf die das Adrenalin regelnd eingreift. Es ist 
klar, daß von den beiden hier genannten Gründen der Skepsis gegen 
die Auffassung des Adrenalins als Hormon der erste der schwer- 
wiegendste sein würde. Käme Adrenalin nicht unter physiologischen 
Bedingungen im arteriellen Blute vor, so würde jede Voraussetzung 
desselben als inneres Sekret dahinfallen. Denn erst nachdem gesichert 
worden wäre, daß Adrenalin in arteriellem Blute vorkommt, könnte 
überhaupt davon die Rede sein, es als inneres Sekret aufzufassen. 
Ganz und gar trennen kann man die beiden Fragen nicht voneinander, 
denn solange der chemische Nachweis kleinster Mengen von Adrenalin 
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mit großen Schwierigkeiten behaftet ist, wenn nicht wegen seiner 
Kleinheit unmöglich, muß man zur biologischen Methode des Nach- 
weises greifen. Bei jeder solchen biologischen Methode tritt die Frage 
auf, inwieweit es sich dabei um eine physiologische Funktion handeln 
könne. Bei der nachfolgenden Arbeit handelt es sich aber vornehmlich 
um den Versuch, unter womöglich physiologischen Bedingungen die 
Frage des Vorkommens des Adrenalins im arteriellen Blute zu prüfen. 
Deshalb will ich auf diese Seite des Problems vornehmlich eintreten. 


Es finden sich in der Literatur einige ganz bestimmte Angaben 
über den Nachweis von Adrenalin im arteriellen Blute. Schon in der 
Arbeit von Asher!) über die Abhängigkeit der Absonderung von Adre- 
nalin vom Nervensystem ist ein entscheidender Beweis für das Vor- 
kommen des Adrenalins im arteriellen Blute geliefert, ja die ganze 
Beweisführung dieser Arbeit gründet sich darauf, daß Adrenalin im | 
arteriellen Blute vorkommt. Bekanntlich war die Methode der ge- 
nannten Arbeit die nachfolgende: Es wurden nach Abbindung der 
Gefäße alle Eingeweide, welche vom Nervus: splanchnicus versorgt 
werden, aus dem Unterleibe entfernt, mit Ausnahme der Neben- 
niere. Somit konnte der Nervus splanchnicus nur noch auf die 
Nebenniere wirken. Es kam bei Reizung des Nervus splanchnicus 
zu Drucksteigerung. . Diese Drucksteigerung kam nur in Gebieten zu- | 
stande, welche nicht vom Splanchnicus innerviert waren, weil ja das 
ganze Splanchnicusareal fehlte, und sie fiel vollständig weg, wenn die 
Nebenniere abgeklemmt war. Hiermit war der absolut sichere Beweis 
geliefert, daß die Drucksteigerung von Adrenalin aus der Nebenniere 
herrühre, und daß das aus der Nebenniere gelieferte Adrenalin in die 
Arterien des Körpers gelangt. Es kann nicht genug betont werden, 
daß die hier kurz rekapitulierte Arbeit die dauernde Lieferung von 
Adrenalin auf Dauerreizung des Nervus splanchnicus zeigte und hier- 
mit einen neuerdings nicht hinreichend beachteten Nachweis der 
dauernden Bildungsmöglichkeit von Adrenalin in den Nebennieren 
geleistet hat. 

Diesem ersten Nachweis von Adrenalin im arteriellen Kreislauf 
sind seitdem andere gefolgt. Besonders ingeniöse Beweisführungen 
des Vorkommens von Adrenalin in arteriellem Blute verdanken wir 
G. N. Stewart?). Dieser benutzt die wichtige Entdeckung von Meltzer, 
daß nach Exstirpation des Ganglion cervicale sup. die Pupille empfind- 
licher wird. Während sonst die Pupille sich nur nach intravenöser 
und intramuskulärer Injektion von Adrenalin erweitert, tut sie das 













1) L. Asher, Zeitschr. f. Biol. 55, 81. I oh 
2) G. N. Stewart and Rogoff, Journ. Pharm. and Exp. Therap. 18, 
397 — 406, 1919. ém Png 
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jetzt auch bei direkter Instillation in den Konjunktivalsack. Stewart 
exstirpierte das Ganglion cervicale sup. und konnte dann zeigen, daß, 
wenn er nach der von ihm ausgearbeiteten Methode der Vena cava-Tasche 
sich in diese unter physiologischen Bedingungen Adrenalin anhäufen 
ließ und dann die Vena cava-Tasche freigab, die Pupille sich erweiterte. 
Also war Adrenalin in wirkungsfähiger Konzentration in den großen 
Kreislauf gelangt. Der andere Beweis lief dahin hinaus, zu zeigen, 
daß gewisse Unregelmäßigkeiten des Herzschlags, die unter bestimmten, 
experimentellen Bedingungen im Versuchsverlauf eintraten, immer 
dann unterdrückt wurden, wenn dem aus den Nebennieren stammenden 
Blute der Zutritt nach dem Herzen verwehrt wurde. Ein weiterer 
Beweis, der zuerst von Anrep?!) in Starlings Laboratorium geliefert 
wurde, läuft darauf hinaus, zu zeigen, daß bei Reizung des Splanchnicus 
am Gesamttiere auf die erste Reizung mechanisch bedingter Druck- 
steigerung eine zweite sich aufsetzt, die mittelbar von der Abgabe 
von Adrenalin herrührt. Die von @Gley?) und einigen anderen Autoren 
gegen diese Beweisführung erhobenen Einwände sind unzutreffend. 
In neuerer Zeit ist die Richtigkeit im parabiotischen Versuch erbracht 
worden. Es müssen demnach in Versuchen von Gley Versuchs- 
bedingungen enthalten sein, die den wahren Sachverhalt verhüllen. 
Es kann also kein Zweifel vorhanden sein, daß Adrenalin in arte- 
riellem Blute kreist und es dort durch biologische Methoden nachgewiesen 
werden kann. Immerhin muß man zugeben, daß der Experimentator 
in den meisten Fällen neue Bedingungen schaffen muß, um den Nach- 
weis zu liefern. Beispielsweise ist in einigen Arbeiten der methodische 
Weg, der zum Ziele führt, die Verkürzung des Kreislaufes, in anderen 
die über das Physiologische hinausgehende Empfindlichkeitssteigerung 
eines als Reagens dienenden Organs oder Organsystems. All dies 
mindert natürlich nicht die Beweiskraft des Vorkommens von Adrenalin 
im arteriellen Blute, aber es läßt sich nicht in Abrede stellen, daß eine 
physiologische Funktion des Adrenalins nicht mit aller Strenge durch 
die genannten Versuchsmethoden als erwiesen betrachtet werden kann. 
Es ist daher immer noch nützlich, weiteres Beweismaterial herbei- 
zuziehen, und ich folgte dabei der Anregung von Prof. Asher, um mit 
der folgenden Methode einen neuen Beweis für das Vorkommen von 
Adrenalin im arteriellen Blute zu liefern. Die Methode bezweckt, 
den Nachweis zu liefern, daß im unverkürzten arteriellen Kreislauf 
hinreichend Adrenalin kreist, um eine spezifische Adrenalinreaktion 
auszulösen. Das hierzu ausgearbeitete Verfahren baut sich auf zwei 
methodologische Grundlagen auf, die wir (d. N. Stewart und Meltzer ver- 


1) Anrep, Journ. of Physiol. 45, Nr. 5, 9. Dez. 1912. 
2) Gley, Lehre von der inneren Sekretion, Bem. Bircher. 
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danken. Stewart hat nachgewiesen!), daß das Strychnin die Aus- 
schüttung von Adrenalin hervorruft, und zwar durch Reizung der Zentren 
der Nervi splanchnici. Beiläufig willich hier erwähnen, daß Stewart mit 
neuer Methodik die zuerst von Asher gefundene Tatsache bewiesen hat, 
daß dauernd unter dem Einfluß von Erregungen des Nervus splanch- 
nicus Adrenalin von den Nebennieren abgegeben wird, und er hat es 
wahrscheinlich gemacht, daß die Durchschneidung der Nervi splanchnici 
hinsichtlich der Aufhebung von Adrenalinabgabe durch die Neben- 
nieren praktisch ebenso wirkt wie die Exstirpation der Nebennieren. 
Auch diese Erkenntnis wird in meinem methodischen Verfahren mit 
verwertet. Die andere Grundlage war die schon früher erörterte Ent- 
deckung der Methode, daß die Exstirpation des Ganglion cervicale sup. 
die Empfindlichkeit der Pupille für Adrenalin steigert. Das von mır 
benutzte Verfahren war das nachfolgende: Bei Tieren, bei denen ich 
das Ganglion cervicale sup. der einen Seite entfernt habe, wurde Strych- 
nin injiziert und die Erweiterung der Pupille auf der operierten Seite 
beobachtet. Das Eintreten der Erweiterung wird als Zeichen der 
Adrenalinwirkung auf das empfindlicher gemachte Auge angesehen. 
Um diese Annahme zu sichern, habe ich dann die Nervi splanchnici 
auf beiden Seiten durchgeschnitten und erneut geprüft, ob auf Strychnin- 
injektion jetzt die Erweiterung der Pupille wegfällt. Wenn die oben- 
genannten Voraussetzungen zutreffend sind, ist durch dieses Verfahren 
die Kette der Beweise geschlossen. | 


Ausführung der Methode. 


Dio Ausführung der Exstirpation des Ganglion cervicale sup. geschah 
in bekannter Weise und die Operation wurde aseptisch ausgeführt. Die 
Wunde heilte stets per primam. Gleich nach der Operation äußerte sich 
der Erfolg dadurch, daß auf der entnervten Seite die Pupille sich ver- 
engte, die Gefäße am Ohre sich erweiterten und das betreffende Ohr wärmer 
als das andere wurde. Diese Erscheinungen am Ohre gingen allerdings 
später meist zurück, während die Pupillendifferenzen dauernd zurück- 
blieben, wenn auch undeutlicher als gleich nach der Operation. 

Die Durchschneidung der Nervi splanchnici geschah meist zweizeitig, 
nur zweimal gleichzeitig. Die aseptische Operation wurde in der im Berner 
Physiologischen Institut üblichen Weise extraperitoneal, von hinten her, 
ausgeführt. Von acht Tieren wurde die Operation von sieben anstandslos 
überstanden. 

Einen wesentlichen Punkt ın meiner Methodik bildet die Beobachtung 
der Pupillen, und ich habe hier ein besonderes Verfahren ausarbeiten 
müssen. Es karm darauf an, gleichzeitig die Weite der beiden Pupillen 
messend zu beobachten. Nach verschiedenen Vorproben habe ich schließlich 
folgende, von Prof. Asher vorgeschlagene Methode angewandt: Das Tier 
wird in einen Beobachtungskasten gebracht, der vorn niedriger ist als 


1) G. N. Stewart and J. M. Rogoff, Journ. Pharm. and Exp. Therap. 
13, 95— 166, 1919; Am. Journ. Physiol. at, 484—524, 1920. 
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hinten. 40cm vor dem Kasten wird der von mir konstruierte Winkel- 
spiegel aufgestellt. Für diesen werden zwei gewöhnliche Planspiegel von 
einer Höhe von 6 cm und einer Länge von 15 cm verwendet. Die beiden | 
Planspiegel werden unter einen Winkel von 110° geneigt und auf einem 
unverschiebbaren Ständer befestigt. Als Beleuchtung werden zwei gleich 
starke, elektrische Lampen benutzt, die zu beiden Seiten des Winkel- 
spiegels und in gleicher Entfernung von diesem so aufgestellt, daß jede 
ihr Licht in das ihr zugewendete Auge wirft. Die Beleuchtung muß in den 
beiden Flächen gleich sein. Die Lampe und der Winkelspiegel werden 
dann mit einem schwarzen Tuch bedeckt. Nun ist die Aufgabe des Beob- 
achters, der hinter dem Kasten steht, leicht. Er beobachtet im Winkel- 
spiegel gleichzeitig beide Pupillen, ohne daß das Tier auch im geringsten 
beunruhigt wird. Die Messung der Pupillen kann auf zweierlei Arten vor- 
genommen werden: Entweder direkt am Auge des Tieres oder indirekt 
an dem Spiegelbild. Dieses letztere Verfahren hat den Vorteil, daß man 
das Tier nicht beunruhigt und dadurch die Pupillenweite beeinflußt. Es 
empfiehlt sich, dieses Verfahren in allen Fällen, wo man die Pupillenweite 
gleichzeitig beobachten muß. Die Versuchseinrichtung des Winkelspiegels 
sieht man aus dem nachstehenden Bilde. 





Abb. 1. 


Die Strychnininjektionen wurden inträperitoneal gemacht, damit 
die Ohrgefäße nicht geschädigt werden. Es mußten zuerst genaue Dosen 
am Normaltiere ausprobiert werden, die deutliche Reizsymptome machen, 
ohne daß die Wirkung in eine zentrale Lähmung übergeht. Das ist gerade 
dasjenige Moment, wo unter dem Einfluß des Strychnins Masseterkrämpfe 
eintreten. Die Dosen, von denen ich ausgegangen bin, sind sehr klein: 
0,00002. Dieselben riefen zuerst gar keine Erscheinungen hervor (Ver- 
such 1 und 2). Nun wurden sie allmählich gesteigert, bis sie gerade merk- 
liche Masseterkrämpfe auslösten. So kam man bis zu einer Dosis von 
0,00006 (Versuch 3), wo ganz leichte Masseterkrämpfe auftraten, aber 
ohne Wirkung auf die Pupillen. Erst bei Dosen, die zwischen 0,0001 und 
0,00013 schwankten, bemerkte man nach dem Eintritt von Masseter- 
krämpfen auch geringe Veränderungen an den Pupillen, wie man aus 
folgenden Versuchsprotokollen ersieht: 


1. Versuch vom 15. November 1921. 
Nr. 3. Normaltier. 
Intraperitoneale Injektion, Dose: 0,000 02. 
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Beobachtungen: 
Keine Reflexsteigerungen, keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen normal. 
Gefäße normal. 


2. Versuch vom 16. November 1921. 
Nr.4. Normaltier. 
Intraperitoncale Strychnininjektion, Dosis: 0,00004. 
Beobachtungen: 
Keine Reflexsteigerungen, keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen normal. 
Gefäße normal. 


3. Versuch vom 17. November 1921. 
Nr.3. Normaltier. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00006. 
Beobachtungen: 
Leichte Reflexsteigerung, Spannung der Muskeln. 
Leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen normal. 
Gefäße normal. 


ð. Versuch vom 23. November 1921. 
Nr.4. Normaltier. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00008. Anfang Aha, 


Beobachtungen: 

Um 4h3 Zuckungen, dann leichte Krämpfe der Masseter. Dauer der 
Krämpfe einige Sekunden. Nach 8 Min. wiederholen sich die Krämpfe 
noch etwas stärker. 

Pupillen anfangs ganz leicht verengt, dann leicht erweitert. 


6. Versuch vom 23. November 1921. 
Nr.5. Normaltier. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,0001. 


Beobachtungen: 
Leichte Reflexsteigerung, keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen normal. 
Gefäße normal. 
7. Versuch vom 24. November 1921. 
Nr.6. Normaltier. 
Intraperitoneale Stryvchnininjektion, Dosis: 0,00011. Anfang: 2h30. 
Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 4h27, die sieh noch dreimal sehr deutlich wieder- 
holen. 
Pupillen anfangs sehr leicht verengt, dann leicht erweitert. 
Gefäße etwas verengt. 
A. Versuch vom 253. November 1921. 
Nr.4. Normaltier. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang 2h 10. 


Beobachtungen: 
Um 3h+ ganz leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen etwas erweitert 
Gefale ganz leieht verengt. 
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9. Versuch vom 25. November 1921. 
Nr. 5. Normaltier. 


Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,000 13. 
Beobachtungen: 
Erregbarkeit gesteigert, keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen leicht erweitert. 


39. Versuch vom 8. Februar 1922. 
Nr.7. Normaltier. 


Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang 11h30. 


Beobachtungen: 
J.eichte Masseterkrämpfe um 11h53. 
Pupillen: | 
L. : & 46,8 6 5 5 6 mm 
11h30 11h45 11h50 12h 12h5 
R. ...65 6 5 5 6 
Li... e, = 228,8 6,8 6,5 6,5 mm 
12h15 12h 25 12h45 12h55 
R. ...6,5 6,8 6,5 6,5 mm 
J2. Versuch vom 14. Februar 1922. 
Normaltier. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 3h25. 
Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 3h45. 
Pupillen: 
Lee ve 26,8 6 6,5 6,5 6,8 6,5 6,5 mm 


3h25 3h35 3h45 3h58 4h20 4h35 4h58 


R.. . 6,5 6 6,5 6,5 6,8 6,5 6.5 mm 


Versuche an Tieren nach Exstirpation des Ganglion cervicale sup. 


4. Versuch vom 17. November 1921. 
Nr.2. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sun. 
Intraperitoncale Strychnininjektion, Dosis: 0,90006. 
Beobachtungen: 
Keine Reflexsteigerungen, keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen normal. 
Gefäß unverändert. 


Ju Versuch vom 25. November 1921. 
Nr.2. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,0001. 
Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe 6h 12. 
Auf der entnervten Seite stärkere Erweiterung der Pupille als auf der 
nicht operierten. 
Gefäße nicht beobachtet. 
11. Versuch vom 28. November 1921. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion eervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00009. 
Biochemische Zeitschrift Band 133. 


Anfang: 5h 5. 
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Beobachtungen: 
Ganz leichte Masseterzuckungen. Auf der entnervten Seite stärk+re 
srweiterung der Pupille als auf der nicht operierten. 
Gefäße nicht beobachtet. 


12. Versuch vom 14. Dezember 1921. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,000 11. 


Beobachtungen: 


Keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen: Die entnervte Seite im Verlaufe der Beobachtung vergrößert. 


früher und mehr als die nicht entnervte. 
Gefäße nicht beobachtet. 


13. Versuch vom 18. Dezember 1921. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale StrychnininjJektion, Dosis: 0,00014. Anfang: 2h55. 


Beobachtungen: 

Masseterkrämpfe um 3h50, wiederholen sich oft. 

Pupillen: 
L. (nicht entnervte Seite) . 7,5 7,5 7,0 8,0 7,9 mn 

2h45 3h50 4h20 4h45 ah 

R. (entnervte Seite). . . . 7,0 7,5 7,9 8,5 8,0 nun 
Die nicht entnervte Seite erweitert sich nach anfänglicher Ver- 
engerung. Die entnervte Seite erweitert sich früher und mehr als 
die nicht entnervte. 

Gefäße anfangs weit, auf der Höhe der Stryehninwirkung deutlich 
verengt. 


14. Versuch vom 18. Dezember 1921. 
Nr.5. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Stryehnininjektion, Dosis: 0,000 12. 


Beobachtungen: 
Kein Resultat. Vielleicht war die Injektion nieht intraperitoneal! 


16. Versuch vom 23. Dezember 1921. 
Nr.5. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3hlo. 


Beobachtungen: 
Ganz leichte Masseterkrämpfe um Ah, 


Pupillen: 


L. (nicht entnervte Seite) 7 7 7 7 1,2 7,5 7 mm 
3h1l53h45 4h 4hlö 4h25 4h38 4h45 
R. (entnervte Seite). . 6 7 7 8 8 8 7 mm 


Gefäße anfangs blutreich. Während der Beobachtung werden sie eng. 


17. Versuch vom 5. Januar 1922. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012 um 3h25. 
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Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 3h57. Sie sind stark und wiederholen sich oft. 


Pupillen: 
L. (nicht entnervte Seite). . 7,5 7,5 7,8 7,5 mm 
3h25 4hl5 4h45 5h10 


R. (entnervte Seite) . . . . 7,0 8,5 7,5 7,5 mm 
Gefäße werden im Verlaufe der Beobachtung enger. 


19. Versuch vom 11. Januar 1922. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: C,00012 um 3h25. 


Beobachtungen: 
Ganz leichte Masseterkrämpfe um 4h35. 
Pupillen: 
De ne ee a 6,5 7,0 7,5 7,0 7,0 mm 


3h25 4hl2 4h40 öh 5h45 6h 
R. (entnervte Seite) 6,5 7,0 7,5 7,5 8,0 7,0 mm 
Gefäße anfangs stark gefüllt. Später werden sie enger. 
25. Versuch vom 18. Januar 1921. 


Nr.5. Tier mit exstirpřertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013 um 9h40. 


Beobachtungen: 
Ganz leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 
Dane u. 0 6 1,2 1,8 7,5 7,5 7,5 min 
9h40 9h50 10h20 10h25 10h40 10h55 11h20 
R. (entnervt) 6,5 6,5 7,5 1,8 7,0 8,5 7,0 min 


27. Versuch vom 20. Januar 1922. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013 um 3h. 


Beobachtungen: 
Keine Masseterkrämpfe. Erregbarkeit gesteigert. 
Pupillen: 
L.. 7,5 7,5 7,5 8,0 7,5 mm 
3h10 3h40 3h45 4h 4h10 
R. (entnervt) . 6,5 1,5 8,5 7,5 7,0 mm 


Gefäße anfangs mäßig weit, später enger. 

30. Versuch vom 22. Januar 1922. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale an Dosis: 0,00013 um 3h13. 


Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe um 4h15. 
Pupillen: 
Di. & 2 run E 6,5 7,0 7,5 6,5 7,5 7,0 mm 


3h13 3h45 4h 4h08 4h20 4h30 4h45 
R. (entnervt) 7,5 7,0 8,0 8,0 6,5 7,0 7,0 mm 
32. Versuch vom 26. Januar 1922. 
Nr.6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 2h55. 


29s 
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Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 3h37. 
Pupillen: 
| SEH) 6 6,5 1:2 7 7,5 7,5 7 mun 
3h 3h10 3h18 3h32 3h40 3h52 4h19 4h25 
R. (entnervt) . 7 7 7 8 8,2 7,5 8 7 mun 


44. Versuch vom 17. Februar 1922. 
Nr.8. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h28. 


Beobachtungen: 
Masseterzuckungen um 3h50. 
Pupillen: 
L. (entnervt) 6 6 7 8 8 8 7 6,5 mm 


3h28 3h35 3h40 3h45 3h55 4h10 4h12 4h20 
Re er 4.87 7 6,5 7 7,3 7,3 7 7 mm 
46. Versuch vom 20. Februar 1922. 
Nr.8. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 2h30. 


Beobachtungen: : 
Masseterkrämpfe um 3h6. Wiederholen sich. 
Pupillen: 
L. (entnervt) 6,5 7 7 7,5 7,5 7 7 6,5 mm 
2h37 2h57 3h4 3h10 3h20 3h45 3h52 4hl2 
Res ecaa a GO 7,5 6 6,5 7 7 7 7,5 mm 


Gefäße: Am entnervten Ohre Gefäße breiter als am nicht entnervten. Im 
Laufe und am Ende der Beobachtung Gefäße an beiden Seiten enger. 
47. Versuch vom 24. Februar 1922, 
Nr.8. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 3h20. 
Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 3h20. 


Pupillen: 

L. (entnervt) 6,5 7 T 7,5 7,8 7 6 mm 
3h20 3h25 3h35 3h42 3h58 4h10 4h25 4h35 

R... .. 6,8 6 6 6,5 7 7 7 7 mm 


Maximale Größenunterschiede zwischen entnervter und nicht entnervter Seite. 
Versuch Nr. 13. Entnervte Seite: 1,5 mm, nicht entnervte Seite: 0,5 mm. 


„ „ 16. „ „ 2 „ IT ap ’ 0,5 Di 
(E „ 17. „ „ 1,5 „ IL „ TE 0,3 A 
D „ 19. 29 29 1,5 LE KE ?9 LÉI 0,5 39 
an „ 25. OT „ 2 (E 29 II sn 0,5 „ 
29 29 21, an „ 1,8 an „ an TT 0,5 „ 
29 sn 30. DÉI „ 0,5 29 „ WW an Se 

„ „ 32. an an 1,2 D IT sn „ 0,5 D 
„ sn 44. an „ 2 sn „ „ sn 0,3 „ 
an sn 46. sn D 1 „ IT „ „ u 

nn sn 47. sn „ l A 


$ 99 ?9 38 „> 
Auf der entnervten Seite ist die maximale Pupillenerweiterung viel 
bedeutender als auf der nicht entnervten. 
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Zeitliches Verhalten beim Eintritt der Pupillenerweiterungen - 
` zwischen entnervter und nicht entnervter Seite. 


| Entnervte Seite Nicht entnervte Seite 
Versuch Nr. 13, nach 65 Min. nach der Injektion, nach 120 Min. 

39 LE! 16, LE 30 99 LE 99 E) ER 110 EI 

LA) 3 17, 29 50 99 IR) $ LE) 38 85 99 

3 „ 19, „ 52 ,, er ei = keine Erweiterung. 
Ge og 28, ye 30 z e e E nach 60 Min. 

KE) 99? 27, LE 30 (E LE) DA) 33 E) 60 LE 

e » 80, „p 47 „ gé Se ef keine Erweiterung. 
d a See ee, AR 5 ge Sé Sé nach 58 Min. 

99? 99 44, 39 20 38 LK) 9 LA 33 30 99 

be „4, „ 20 „ op ` ne e keine Erweiterung. 


In allen Fällen tritt die Pupillenerweiterung an der entnervten Seite 
früher als an der nicht entnervten Seite ein. 


Aus den Ergebnissen dieser Versuche folgt, daß die Injektion von 
Strychnin zu einer Erweiterung der Pupille der durch Exstirpation 
des Ganglion cervicale sup. empfindlicher gemachten Seite geführt 
hat. Auf der normalen Seite tritt erst eine Verengung und hinterher 
eine schwache Erweiterung ein. Offenbar handelt es sich um die Re- 
sultante aus zwei Komponenten: die eine, die Reaktion auf Adrenalin 
im Blute, die zur Erweiterung führt, die andere, eine auf dem Wege 
des Oculomotorius herbeigeführte Verengung der Pupille.. Erst die 
Ganglionexstirpation hilft der Adrenalinkomponente die Oberhand zu 
gewinnen. Die Adrenalinwirkung ist aber sogar auf der unversehrten 
Seite sichtbar, und so geringfügig die Erscheinung auf der unversehrten 
Seite auch ist, so ist ihr doch große methodische Bedeutung zuzu- 
schreiben, weil sie selbst auf dem unversehrten Auge den erwähnten 
Einfluß zu beobachten gestattet. Ich vermute, daß die Beseitigung 
des Oculomotorius auf beiden Seiten die Reaktion noch stärker machen 
würde. 

Ich habe stillschweigend immer die Voraussetzung gemacht, daß 
die Erweiterung der Pupille nach der Strychnininjektion die Bedeutung 
habe, daß infolge dieser Strychnininjektion eine vermehrte Menge 
von Adrenalin abgegeben worden sei. Diese Annahme ist die nächst- 
liegendste, und viele bekannte Tatsachen sprechen dafür. Aber vom 
Standpunkt einer auf äußerster Vorsicht gestellten Kritik wird man 
sich sagen, daß noch andere Erklärungsmöglichkeiten denkbar sind. 
Dem Ausschluß solcher Möglichkeiten und somit der endgültigen 
Beweisführung für das, was ich bisher vorsichtigerweise als Annahme 
bezeichnet habe, dient nun der zweite Teil meiner Arbeit. 

Zu den Versuchen wurden immer diejenigen Tiere benutzt, bei 
denen vorher, nach Exstirpation des Ganglion cervicale sup., das 
Verhalten der Pupillen unter dem Einfluß der Strychnininjektionen 
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beobachtet wurde. Es wurden auch gleiche Dosen angewendet wir 
in den vorherigen Versuchen, also Dosen, die zwischen 0,0001 und 
0,00013 schwankten und auch hier deutliche Masseterkrämpfe hervor- 
riefen. In allen Fällen gab es keine Veränderungen an den Pupillen. 
weder auf der entnervten, noch auf der nicht entnervten Seite. Nur 
in einem Falle (Versuch 22) gab es eine Veränderung. Die Resultate 
dieser Versuche sieht man aus nachfolgenden Versuchsprotokollen. 


Versuche an Tieren nach Exstirpation des Ganglion cervicale sup. und 
nach Durchschneidung der Nervi splanchnieci. 


15. Versuch vom 23. Dezember 1921. 
Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchgeschnittenen Nervi splanchnicı. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00011. Anfang: Ah, 


Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 3h55. Dreimal sehr deutlich. 
Pupillen: 
| RE a, e E 6 6 6 6 6 mm 
Aha 3h28 3h45 Ah 4hl5 5h5 
Ra ës 7 7 7 7 7 mun 


Gefäße: Keine Veränderung im Laufe der Beobachtungen. 


18. Versuch vom 5. Januar 1922. 
Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h25. 


Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe um 3h40. 
Pupillen: 
Les e =. 4.055 6,5 6,5 6,5 mm 
3h25 3h43 4hl5 4h48 
R... EE 5,5 5,5 5,5 mm 


20. Versuch vom 11. Januar 1922. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00011. Anfang: 3h30. 


Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe. 


Pupillen: 
SEENEN Ce 6,5 0,5 6,5 6,5 mm 
3h30 4hl2 5h5 5h45 6h5 
Bien die 2 7 T T 7 ‘mm 


21. Versuch vom 13. Januar 1922. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem (Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 4h25. 
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Beobachtungen: 
Keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 


L.. ....6 6 6 6 6 6 mm 
4h25 4h30 4h45 5h 5hl0 5h20 
Rea Sera 7 7 7 7 7 mm 


Gefäße unverändert. 


22. Versuch vom 13. Januar 1922. 
Nr. 4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 4h25. 


Beobachtungen: 5 
Ganz leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 
6 6 7! 6 6 mm 
4h50 5h15 5h30 5h45 5hl5 
Roe e wa 7 7 7 Tmm 


Gefäße von Anfang blutarm, unverändert. 


2). Versuch vom 16. Januar 1922. . 
Nr.4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h40. 


Beobachtungen: 
Ganz leichte Masseterkrämpfe um 4h40. 
Pupillen: 
L.. . 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 mim 
3h40 4h 4h15 4h25 4h30 4h45 Aha 


R... 7 r 7 7 7 7 V mm 
Gefäße unverändert. 


24. Versuch vom 16. Januar 1922. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h35. 


Beobachtungen: 
Um 4h4 Masseterkrämpfe, die immer stärker werden und sich oft 
wiederholen. 
Pupillen: 


l. ez 6 6 6 6 H G Gamm 
3h35 Aha 4h20 4h35 4h50 5hl5 5h30 
R... 7 V 7 V T T V mm 


26. Versuch vom 18. Januar 1922. 
Nr.4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchniei. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 9h45. 
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Beobachtungen: 

Sehr leichte Masseterkrämpfe. 

Pupillen: 

1.3: 2. 2.049 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 mm 
9h45 10h 10h1l0 10h30 10h50 11h30 

Roses ës E 7 7 7 7 7 mm 


Gefäße nicht verändert. 


28. Versuch vom 21. Januar 1922. 
Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 3h. 


Beobachtungen: 
Krämpfe um 3h35, wiederholen sich. 
Pupillen: 
JI a a. 60 6 6 6 6 6 mm 


3h5 3h20 3h40 3h58 4hl6 4h45 
Fan, e ep og ër 059 6,5 6,5 . 6,5 6,5 6,5 mm 


29. Versuch vom 21. Januar 1922. 
Nr. A Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 4h. 


Beobachtungen: 
Krämpfe um 4h20, sind schwach und dauern wenig lange. 
Pupillen: 
I 7 T 7 T T 7 7 mm 


4h 4h10 4h20 4h30 4h50 5h20 5hW 
R.. . 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 mm 


Gefäße ganz schwach gefüllt und unverändert. 


31. Versuch vom 22. Januar 1922. 
Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 3h18. 


Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 
Dri i e 7 7 7 7 7 7 7 mm 


3h18 3h50 4h 4h9 4h17 4h25 4h35 4h50 
Reet 2% 7 7 7 T 7 7 7 mm 


Gefäße von Anfang stark gefüllt, bleiben unverändert. 


33. Versuch vom 27. Januar 1922. 
Nr.4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 2h58. 
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Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe, die sich oft wiederholen. 
Pupillen: 
L. 7 7 7 7 7 7 7 mm 


7 
3h 3h10 3h35 3h45 4h 4h20 4h40 
Recea sT 7 7 7 7 7 7 mm 


Gefäße anfangs mäßig gefüllt, bleiben unverändert. 


34. Versuch vom 31. Januar 1922. 
Nr. 4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. | 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 3h40. 


Beobachtungen: 
Keine Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 
Des o wead 7 7 T 7 7 mm 


i i 
3h50 4h10 4h20 4h40 5h10 5h40 
Rora aga 7 7 7 7 1mm 


Gefäße von Anfang an wenig gefüllt, bleiben unverändert. 


dä. Versuch vom 81. Januar 1922. 
Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h40. 


Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 4h32. 
Pupillen: 


L.. äer 6 6 6 6 6 6 6 mm 
3h45 4h5 4hlö 4h25 4h32 4h40 5h20 5h40 
Rosca e 7 7 7 7 7 7 V mm 


Gefäße mäßig gefüllt, bleiben unverändert. 


36. Versuch vom 3. Februar 1922. 
Nr. 4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 4h. 


Beobachtungen: 
Keine Masseterkrämpfe 
Pupillen: 
E, E e E 6 6 6 6 6 6 mm 
4h 4h20 4h30 4h45 5h10 5h30 5h45 
Re ebm 7 7 7 T T T mm 


37. Versuch vom 3. Februar 1922. 
Nr.7. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Stryehnininjektion, Dosis: C.00012. Anfang: 4h5. 
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Beobachtungen: 
Masseterzuckungen um 4h38. 
Pupillen: 


Narr e ue 31089 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 mm 
Aha 4h20 4h38 4h50 5h20 5h45 
Bore a a 7 7 7 T 7 


í mm 


Gefäße mäßig gefüllt, bleiben unverändert. 


38. Versuch vom 8. Februar 1922. 
Nr.5. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 


Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: llh. 


Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 11h4ö, wiederholen sich. 
Pupillen: 
Dis na vie; or EI 6 6 6 6 6 6 mın 
llh 11h20 11h40 11h50 12h10 12h20 12h40 
Be g 8. | 7 7 7 7 T V mm 


Gefäße eng, bleiben unverändert. 


40. Versuch vom 8. Februar 1922. 
Nr. 6. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 


Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h25. 


Beobachtungen: 
Masseterkrämpfe um 5h, wiederholen sich. 
Pupillen: 
L. 8 8 8 8 8 8 8 $ mm 
3h25 3h45 4h20 4h35 4h45 5h10 55h30 5h50 
R. 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 Mmm 


Gefäße von Anfang stark gefüllt, bleiben unverändert. 


41. Versuch vom 8. Februar 1922. 


Nr. 3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 

durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h45. 
Beobachtungen: 


Masseterkrämpfe um 4h55, wiederholen sich und werden stärker. 


Pupillen: 
I eb 6 6 6 6 G Ö 6 mm 
3h45 +h10 4h25 4h45 4h55 5h10 5h22 5h35 
Ri ana e T 7 7 7 7 7 V V mm 


43. Versuch vom 17. Februar 1922. 


Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnicı. 


Intraperitoneale Strvchnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h26. 
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Beobachtungen: 
Masseterzuckungen, die sich oft wiederholen. 
Pupillen: 
L..... 6 6 6 6 6 6 6 6 ınm 
3h26 3h40 4h10 4h30 4h45 5h10 5h40 5h50 
RR. Za. éi 7 7 7 7 7 7 7 mm 


Gefäße eng, bleiben unverändert. 


45. Versuch vom 20. Februar 1922. 
Nr.3. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00013. Anfang: 2h30. 


Beobachtungen: 
Leichte Masseterkrämpfe. 
Pupillen: 
le a 2 0 6 6 6 6 6 6 mm 
2h30 2h50 3h10 3h35 4h 4h20 4h40 
E en ee; 7 T T T 7 Timm 


(iefäße eng, bleiben unverändert. 


JS. Versuch vom 24. Februar 1922. 
Nr.4. Tier mit exstirpiertem Ganglion cervicale sup. und 
durchschnittenen Nervi splanchnici. 
Intraperitoneale Strychnininjektion, Dosis: 0,00012. Anfang: 3h6. 
Beobachtungen: | 
Masseterkrämpfe um 3h45, werden stark und wiederholen sich. 
Pupillen: 
e e e an 6 6 6 6 6 6 6 mm 
3h6 3h12 3h35 3h45 4h20 4h35 4h5 5hl0 
BR... 7 7 T 7 7 7 T T mm 
Gefäße stark gefüllt, bleiben unverändert. 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daß nach Entfernung 
der Nervi splanchnici die vorher so deutlich feststellbare Erweiterung 
der Pupillen auf Strychnininjektion wegfällt. Ich möchte auch hervor- 
heben, daß dieser Wegfall an den gleichen Tieren beobachtet wurde, 
bei denen vor der Splanchnicusoperation jederzeit am entnervten Auge 
unfehlbar, am nicht entnervten Auge zum mindesten an der Grenze 
der Meßbarkeit Erweiterung auftrat. Hält man nun im Auge, daß 
erstens die Erweiterung der Pupille eine Reaktion auf Adrenalin ist, 
dann zweitens die Adrenalinempfindlichkeit durch die Exstirpation 
des Ganglion cervicale sup. erhöht wird, dann drittens infolge Strychnin- 
injektion Erregungen auf dem Wege des Splanchnicus zur Nebenniere 
gelangen, so bleibt meines Erachtens, wenn man nicht ganz willkürlich 
Hypothesen ersinnen will, keine andere Schlußfolgerung übrig, als die 
nachfolgende: Am unversehrten Tiere veranlaßt Strychnininjektion 
gesteigerte Absonderung von Adrenalin, wodurch die Pupille erweitert 
wird. Nach Durchschneidung der Nervi splanchnici kommt es nicht 
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mehr zu vermehrter Absonderung des Adrenalins aus den Nebennieren, 
und deshalb kommt die Erweiterung in Wegfall. Nach dieser Ableitung 
sieht man, daß durch meine Methode ein neuer Beweis dafür geliefert 
worden ist, daß in arteriellem Blute im unverkürzten Kreislauf Adrenalin 
kreist und es hinreicht, um eine biologische Reaktion auszulösen. 
Hiermit ist die erste wesentliche Voraussetzung für die Möglichkeit. 
Adrenalin als ein Hormon anzusehen, wieder hergestellt, und diese 
Wiederherstellung wäre nicht nötig gewesen, wenn nicht auf Grund 
von Betrachtungsweisen, die der Kritik nicht Stich halten, von einzelnen 
Seiten bezweifelt worden wäre, daß Adrenalin im großen Kreislauf 
vorkommt. Ob man Adrenalin, welches tatsächlich in arteriellem Blute 
unter physiologischen Bedingungen auftritt, wirklich ein Hormon ist, 
ist eine andere Frage, mit welcher ich mich in meiner Arbeit nicht zu 
befassen gehabt habe. Ich möchte nur sagen, daß die biologischen 
Reaktionen und die Tatsache der Abhängigkeit der Absonderung von 
Erregungen des Nervus splanchnicus, die denselben vom zentralen 
Nervensystem her erreichen, Argumente sind, die wesentlich zugunsten 
einer hormonalen Auffassung des Adrenalins sprechen. 

Zusammengefaßt, sind die Resultate meiner Arbeit die nach- 
folgenden: 

l. Nach Exstirpation des Ganglion cervicale sup. der einen Seite 
veranlaßt Strychnininjektion am sonst unversehrten Kaninchen be- 
trächtliche Erweiterung der Pupille der entnervten Seite, aber auch 
geringfügige Erweiterung der normalen Seite. | 

2. Nach Exstirpation der Nervi splanchnici auf beiden Seiten 
fällt die Pupillenerweiterung auf Strychnininjektion weg. 

3. Da aus dem letzteren Resultat folgt, daß der Wegfall der Er- 
weiterung dem Fehlen vermehrter Adrenalinabsonderung zuzuschreiben 
ist, ist mit Hilfe einer neuen Methode der Nachweis einer für eine 
biologische Reaktion hinreichenden Menge von Adrenalin im unver- 
kürzten, großen Kreislauf geliefert. 





Untersuchungen über die Permeabilität der Zellen. 


X. Mitteilung. 


Der Einfluß der Gefäßnerven auf die Permeabilität der Gefäße, 
insbesondere derjenigen der vorderen Kammer des Auges. 


Von 
Jinichi Kajikawa. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 


Es gab eine Zeit in der Physiologie und dementsprechend auch 
in der Medizin, wo dem Nervensystem ein überragender Einfluß auf 
den trophischen Zustand der Gewebe eingeräumt wurde. Sie fand 
ihren Ausdruck auch in der Annahme eigener trophischer Nerven, 
d. h. also von Nerven, deren wesentlichste Leistung darin bestehen 
sollte, daß sie einen gewissen Ernährungszustand der Zellen aufrecht 
erhalten sollten, unabhängig von der spezifischen Leistung derselben. 
Diese Lehre von den trophischen Nerven ist aber im Laufe der Jahre 
in der Experimentalphysiologie mehr und mehr zurückgetreten. Den 
Hauptanteil an dem Verlassen der Annahme von eigenen trophischen 
Nerven mit allem, was damit zusammenhängt, haben experimentelle 
Untersuchungen gehabt. Vielleicht die großartigste in dieser Beziehung, 
jedenfalls die eindringlichste, war diejenige von Goltz und Ewald in 
ihrer berühmten Arbeit über den Hund mit verkürztem Rückenmark. 
Denn hier wurde gezeigt, daß selbst‘ bei vollständigem Fehlen der 
Rückenmarksinnervation die Gewebe bis auf einige sehr geringfügige 
Symptome bei gehöriger Pflege vollständig vor in Betracht fallenden 
trophischen Störungen geschützt blieben. Nicht weniger bemerkenswert 
sind die Erfahrungen, welche zeigen, daß man eine ganze Reihe innerer 
Örgane vollständig ihres Zusammenhanges mit dem Zentralnerven- 
system berauben kann, ohne daß irgendwie gröbere Störungen auf- 
treten, jedenfalls keine Störungen, die mit dem Leben unverträglich 
wären. Die Beispiele, die nach dieser Richtung gewirkt haben, ließen 
sich beliebig häufen, sie sind allgemein bekannt. Nicht wenig hat 
auch zu dem Zurücktreten des Gedankens eines nutritiven Einflusses 
der Nerven auf die Gewebe die Lehre von der hormonalen Regulierung 
der Körperfunktionen beigetragen, denn diese schien ja in weitgehender 
Weise die Beeinflussung durch das Nervensystem entbehrlich zu machen. 
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In der klinischen Medizin ist die Stellungnahme zu dem Problem 
eines trophischen oder nutritiven Einflusses der Nerven auf die Ge- 
webe und Zellen trotz aller Erfahrungen der normalen und patho- 
logischen Physiologie eine andere gewesen; es gibt eine große Reihe 
außerordentlich bemerkenswerter Krankheitsbilder, deren Erörterung 
in einer physiologischen Arbeit nicht am Platze ist, für welche die 
Annahme einer nervösen Beeinflussung bzw. eines Fortfalles derselben 
große Erleichterung schafft und vieles, was sonst unverständlich wäre. 
klarmachen würde. Die Erfahrungen und die Auffassung der Patho- 
logie enthalten stets wegleitende Gedankengänge für die experimentelle 
Erforschung. Dieser Wegleitung muß Rechnung getragen werden. 

Die bisherigen Erfahrungen experimenteller Untersuchungen über 
den etwaigen Einfluß der Nerven auf den trophischen oder nutritiven 
Zustand der Gewebe spezifischer Art enthalten die Mahnung, die 
Fragestellung möglichst zu präzisieren. Darunter verstehe ich, daß 
aus dem großen Komplex der Fragen, die in Betracht kommen, wenn 
möglich eine einzige herausgeschält wird, eine, die ein primäres Ge- 
schehen als Grundlage aller weiteren Vorgänge in das Auge faßt. Eine 
solche primäre Frage, die an der Wurzel alles dessen liegt, was man 
als trophisch oder nutritiv bezeichnen kann, ist die Frage nach der 
Permeabilität der Gefäße, denn in jedem Stoffwechsel von und nach 
den Zellen geht die Permeabilität der Gefäße als ein integrierender 
Bestandteil ein. Mit dieser Fragestellung ist der Anschluß an zahl- 
reiche Arbeiten des Berner Physiologischen Instituts gegeben, Arbeiten, 
die sich teils mit der Lehre von der Bildung der Lymphe, teils mit 
der Permeabilität der Gefäße beschäftigt haben. Ich folgte daher 
gern der Anregung von Prof. Asher, unter seiner Leitung eine Unter- 
suchung über die etwaige Abhängigkeit der Permeabilität der Gefäße 
von Nerven anzustellen. 

Es war von vornherein klar, daß diejenigen Nerven, deren Einfluß 
auf die Permeabilität der Gefäße in erster Linie zu prüfen war, Nerven 
sein mußten, die an den Gefäßen selbst ihre Endigung nehmen, denn 
nur hierbei konnte ein primäres Geschehen gefaßt werden, während, 
wenn man andere cerebrospinale Nerven zum Gegenstand der Unter- 
suchung wählen würde, nur sekundäre Einflüsse wirksam sein könnten. 
indem infolge Störung der Gewebsinnervation abnorme Stoffwechsel- 
produkte auftreten könnten, welche sekundär die Permeabilität der 
Gefäße ändern könnten. Daher mußten in meiner Arbeit Gefäßnerven 
durchsehnitten werden, um zu sehen, ob das Fehlen dieser Gefäß- 
nerven die Permeabilität der Gefäße verändern würde. 

Ehe ich auf den genaueren Plan meiner Arbeit eingehe, will ich 
ganz kurz bisherige Versuche über die Abhängigkeit der Permeabilität 
der Gefäße von den Nerven besprechen. Durch die bekannte Arbeit 
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von Heidenhain zur Lehre von der Lymphbildung war erneut die 
Frage akut geworden, ob nicht die Kapillarendothelien spezifische 
physiologische Funktionen besäßen und nicht bloß als mehr oder 
weniger passive Membranen fungierten. Heidenhain schrieb ihnen 
direkt sekretorische Leistungen zu. Es war nun wegen dieser An- 
nahme, daß seinerzeit Asher an die Frage herangetreten ist, ob die 
Permeabilität der Gefäße etwa unter dem Einfluß von Gefäßnerven 
stände, und zwar unter dem Einfluß der gefäßerweiternden Nerven, 
denn diese sind es, welche bei der Tätigkeit der Gewebe, wo die erhöhte 
Permeabilität gefordert wird, in Aktion treten. Nun konnte Asher 
in seiner Untersuchung über die Permeabilität der Gefäße!) zeigen, 
daß zwar nach Reizung der Corda tympani ein ergiebiger Flüssigkeits- 
austritt aus den Kapillaren der Unterkieferspeicheldrüse eintritt, aber 
nur solange die Reizung der Corda tympani von der spezifischen Tätig- 
keit der Drüsenzellen gefolgt war. Hingegen unterblieb jeglicher Aus- 
tritt, wenn vorher atropinisiert worden war. Nach wie vor erweiterten 
sich zwar die Gefäße, aber irgendwelche Änderung des die Drüse 
durchströmenden Blutes konnte nicht beobachtet werden. Hieraus 
wurde der Schluß gezogen, daß die gefäßerweiternden Nerven durch 
ihre bloße Gefäßerweiterung an der Permeabilität der Gefäße nichts 
änderten. Endgültig war natürlich durch diese Versuche die Frage, 
ob nicht etwa die Gefäßnerven die Kapillarendothelien in ihrer Per- 
meabilität änderten, nicht entschieden. Wenn man etwa die Annahme 
machte, daß Atropin nicht bloß die spezifischen Drüsenzellen, sondern 
auch spezifisch angepaßte Kapillarendothelien in ihrer Funktion ver- 
änderte, so konnte durch diese Annahme oder Hypothese die beob- 
achtete Erscheinung erklärt werden. Aus diesen und ähnlichen Gründen 
haben Asher und seine Mitarbeiter sich immer auf den Standpunkt 
gestellt, daß bisher kein experimenteller Beweis für eine spezifische 
Permeabilität und für eine spezifische Beeinflussung derselben durch 
Nerven geleistet worden sei, daß man aber die Annahme einer 
solchen aus biologischen Gründen nicht grundsätzlich ablehnen dürfe. 

Meine Arbeit stellt einen neuen Versuch dar, die etwaige Ab- 
hängigkeit der Permeabilität der Kapillaren von Nerven zu prüfen. 
Nach dem, was ich oben gesagt habe, mußte ein Gebiet gewählt werden, 
wo die Operation die Funktionen des untersuchten Gebildes möglichst. 
wenig beeinträchtigen konnte, wo also vor allem nur Nerven durch- 
schnitten würden, welche zu den Gefäßen selbst gehen und deren 
Fehlen keine sonstige gröbere Schädigung veranlaßt. Außerdem war 
es wünschenswert, in einem Gebiete zu arbeiten, welches recht weit 
entfernt von dem untersuchten Gewebe liegt, so daß dieses nicht unter 


1) Asher, diese Zeitschr. 14, 1, 1908 
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den direkten Folgen der Operation zu leiden braucht. Schließlich 
handelt es sich darum, ein Gewebe bzw. ein Organ zu finden, an welchem 
man Beobachtungen machen konnte, ohne Eingriffe zu machen, die 
das physiologische Geschehen wesentlich beeinträchtigten, und vor 
allem war es wünschenswert, an ein und demselben Tiere an symme- 
trischen Geweben, von denen das eine der Gefäßinnervation entbehrte, 
vergleichende Beobachtungen machen zu können. 

Ein, ich möchte fast sagen ideales Organ in diesem Sinne ist die 
vordere Kammer des Auges, welche ihre vasokonstriktorischen Nerven 
vom Halssympathicus erhält, Nerven, die im übrigen an dem gleichen 
Orte nur noch den Dilatator der Pupille innervieren. Ob etwa noch 
erweiternde Nerven für die Gefäße des Auges vorliegen, darüber läßt 
sich mit Sicherheit keine Angabe machen, aber wenn man sich nicht 
mit der einfachen Durchschneidung des Halssympathicus begnügt, 
sondern das Ganglion cervicale superius exstirpiert, ist man sicher, 
die gesamte sympathische Innervation für das Gebiet der vorderen 
Kammer entfernt zu haben. Ich habe mit Rücksicht auf die jüngst 
aus dem Berner Phvsiologischen Institut erschienene Arbeit von Taka- 
kusu’) und von Burn?) welche zeigen konnten, daß die Entfernung 
der sympathischen Ganglien markante Veränderungen hervorruft, stets 
diese Ganglien entfernt. Die Erfahrungen der beiden genannten 
Autoren lauten in Bestätigung der älteren Angaben von Meltzer 
dahin, daß sie mit Hilfe neuer Methoden eine sehr merkwürdige 
Empfindlichkeitssteigerung sympathisch innervierter Organe nach 
Verlust des Ganglions. welches die Station für deren sympathische 
Innervierung ist. nachweisen konnten. 

Ich habe mich, um zu prüfen, inwieweit nach Verlust der sympa- 
thischen Innervation eine Permeabilitätsänderung in den Gefüßen des 
Auges vorliege, dreier verschiedener Methoden bedient. Alle drei 
Methoden führten zu dem gleichen Ergebnis. Von diesen drei Methoden 
sind die beiden zuletzt von mir angewandten die am meisten beweisenden. 

Meine erste Methode knüpft an die bekannte Arbeit von Chiari 
und Januschke an 21. welche Hemmung von Transsudat- und Exsudat- 
bildung durch Caleiumsalze nachwiesen. Sie benutzten unter anderem 
auch das Kaninchenauge und versuchten, die Entzündung der Kon- 
junktiva, welche nach Instillation von Senföl in den Bindehautsack 
eintritt. durch Calcium zu hemmen. Der Gedankengang, der sie zu dieser 
Untersuchung führte, war die Erwägung, daß Tatsachen vorliegen, welche 
durch die Annahme erklärt werden können, daß Calcium die Gefäß- 


1) Takakusu, Zeitschr. f. Biol. 79. 169, 1922. 
2) Burn. Journ. of Physiol. ap, 232, 1922. 
3) R. Chiari u. Januschke, "Arch. f. Exp. und Pharm. 65, 120, 1911. 
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wände dichtet. Sie zeigten auch, daß tatsächlich die Senfölentzündung 
durch Calciumsalze gehemmt werden konnte, wobei sich allerdings 
vornehmlich das Calciumchlorid als wirksam erwies. Ich habe zunächst 
versucht, genau nach den Angaben von Chiari und Januschke hinsicht- 
lich der Senfölentzündung zu verfahren, fand aber, daß so konzen- 
trierte Dosen, wie dieselben nach ihren Angaben in ihrer Arbeit an- 
gewendet haben, unbrauchbar waren, weil sie im Verlaufe der Zeit 
zu sehr schweren Schädigungen des Auges führten. Es erwies sich 
schließlich in meinen Versuchen als praktisch, mit verdünnten Senföl- 
lösungen zu arbeiten, am besten mit einer lproz. Senföllösung. Diese 
Lösung macht nach kurzer Zeit eine deutliche Hyperämie und 
Schwellung der Konjunktiva. Sodann habe ich die Calciumchlorid- 
hemmung untersucht. Auch dabei mußte ich mir eine Methode der 
subkutanen Zufuhr des Calciums ausarbeiten, da die Angaben in der 
genannten Arbeit von Chiari und Januschke nicht so gehalten sind, 
daB man ihr Verfahren ohne weiteres reproduzieren kann. Haupt- 
sächlich handelt es sich darum, die Calciuminjektion so zu dosieren, 
daß an der betreffenden Hautstelle keine Entzündungen, eventuell 
sogar Nekrosen eintreten. In meinen Protokollen mache ich genauere 
Angaben über die Art und Weise, wie ich das Calciumchlorid injiziert 
habe. Es ergab sich aber in meinen Versuchen, wo ich mit viel 
schwächeren Calciumchloridkonzentrationen gearbeitet habe als die 
erwähnten Autoren, daß eine Hemmung der Senfölentzündung eintrat. 
Jetzt handelt es sich darum, die Senfölentzündung und deren Hemmung 
vergleichend an einem Auge im Besitz seiner normalen Innervation 
und einem Auge, dessen zugehöriges Ganglion cervicale superius ent- 
fernt worden war, zu prüfen. 

Die Ergebnisse meiner Versuche dieser Versuchsreihe teile ich 
in den nachfolgenden Protokollen mit: 


Senfölversuch am Kaninchenauge. 


16. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 
1v30. Einen Tropfen 1proz. Senföl in den Bindesack des linken Auges 
(mit sympathischer Innervation.. 
Augenlidkrampf. 
40. Leichte Hyperämie der Conjunctiva. 
50. Noch etwas stärkere Hyperärmie. 
00. Augenlid angeschwollen. 
10. Conjunctiva Bulbi unten Chemosis. 
Noch Hyperämie und Chemosis. 
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17. Mai, On Noch leichte Hyperämie. 


16. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 
In 20. Einen Tropfen l proz. Senföl in das rechte Auge (okne sympathische 
Innervation). 
Augenlidkrampf. 


1 40. Schleimhautrötung. 

1 50. Leichte Hyperämie. 

2 00. Auge offen. 

2 10. Augenlid leicht angzeschwollen und leichte Chemosis unten an der 
Cunjunctiva Bulbi. 

2 30. Ödem nicht wesentlich gewachsen. 

3 00. Noch leichte Hyperämie und leichte Chemosıs. 

3 30. Gleicher Zustand. 

4 00. D e 

5 00. > j 


17. Mai. Keine Hyperämie und Chemosis. 


Senfölversuche mit CaCl, -Lösung. 


Subkutane Injektion. 
18. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 


10:00. Beem 1proz. CaCl,-Lösung subkutan. 
10 30. 5 „ e » 

11 00. 4 ,, sa Le 

11 30. 4 , e 


(Nach einer Stunde.) 
12P30. Einen Tropfen Iproz. Senföl in das linke Auge (mit sympatbischer 
Innervation). 
Augenlidkrainpf. 
12 40. Schleunhautrötung. 
12 50. Conjunctiva mit leichter Hyperämiie. 


1 00. Auge offen. 
1 10. Augenlid leicht angeschwollen. 
1 30 — 2. Ödem noch nicht wesentlich gewachsen. 
2 30. Noch Hyperämiie. 
3 00. Gleicher Zustand. 
4 00. Hyperämie verschwindet. 
5 00. Auge vollständig offen. 
Keine Änderung. 
19. Mai. ,, e 
9200. jà e 
18. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 
10 00. cem Iproz. CaCl,-Lösung subkutan. 
10 30. 5 „ e RR 
11 00. 4 „, en Se 
11 30. 4 „ en vn 


(Nach einer Stunde.) 
12r 30. Einen Tropfen lproz. Senföl in das rechte Auge (ohne sympathische 
Innervation). 
Augenlidkrampf. 
12 40. Schleimhautrötung. 
12 50. Leichte Hyperämie. 
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Auge offen. 

Augenlid leicht angeschwollen. 

Conjunctiva mit leichter Hyperämie. 

Ödem noch nicht wesentlich gewachsen. 
Hyperämie und Geschwulst leicht verschwunden. 
Noch leichte Hyperämie. 


Auge vollständig offen. 
Keine Änderung. 


Keine Änderung. 
Kaninchen, 1800 g schwer. 
5 ccm 1proz. CaCl,-Lösung subkutan. 
5 33 LE LA 
t, e SS 
4 > 33 (E 
(Nach zwei Stunden.) 

Einen Tropfen Iproz. Senföl in das linke Auge (mit sympathischer 

Innervation). 
Augenlidkrampf. 
Schleimhautrötung. 


Auge offen, Conjunctiva mit Hyperämie. 


Leichte Hyperämie verschwindet. 
Auge vollständig offen. 
Keine Veränderung. 

(Nach zwei Stunden.) 
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Einen Tropfen 1 proz. Senföl in das rechte Auge (ohne sympathische 


Innervation). 
Augenlidkrampf. 
Schleimhautrötung. 
Hyperämie der Conjunctiva. 
Gleicher Zustand. 


LE DI 


Leichte Hyperämie verschwindet. 
Sehr leichte Hyperämie. 

Augen offen. 

Keine Veränderung. 


Kaninchen, 1800 g schwer. 
Deem lproz. CaCl,-Lösung subkutan. 
5 39 LE} (E 
4 39 LE) LE) 
4 38 LE) 


(Nach drei Stunden.) 


Einen Tropfen 1proz. Senföl in das linke Auge (mit sympathischer 


Innervation). 
Augenlidkrampf. 
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240. Schleimhautrötung. 
2 50. Hyperämie der Conjunctiva. 
3 00. Gleicher Zustand. 
33 p „ 
4 00. Noch keine Chemosis. 
4 30. Hyperämie der Conjunetiva. 
5 60. Hiyperämio verschwindet. 
6 00. gie eh 
7 00. Auge vollständig offen. 
Keine Veränderung. 
| (Nach drei Stunden.) 
2 30. Einen Tropfen lproz. Senföl in das rechte Auge (ohne sympathische 


Innervation). 
Augenlidkrampf. 
2 40. Schleimhautrötunge. 
2 50. Hyperämie der Conjunctiva. 
3 00. Gleicher Zustand. 
3 30. i 2 
4 30. Noch keine Chemosis. 
6 00. Noch sehr leichte Hyperärnie. 


8 00. Ss e ve e 

19. Mai. Keine Hyperännie. 

20. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 
8200. 5cem lproz. CaCl,-Lösung subkutan. 
830. 5 „ = e 
9 00. 4 „ 5 ih 
9 Au. 4 sn „ sn 


(Nach vier Stunden.) 
Ir A0. Einen Tropfen Iproz. Senföl in das linke Auge (mit sympathischer 
Innervatıon). 
Augenlidkrampf. 


1 40. Schleimhautrötung. 

1 50. Hyperämie der Conjunetiva. 

2 00. Gleicher Zustand. 

3.00. m sé 

3 ML Hyperämie nieht stärker. 

4 00. 5 5 en 

5 30. Hyperämie etwas verschwunden. 
6 00. H e = 

3 00. Auge vollständg offen. 


Keine Veränderung. 
(Nach vier Stunden.) 
30. Einen Tropfen lproz. Senföl in das rechte Auge (ohne sympathische 
Innervation). 
Augenlidkrampf. 
40. Schleimhantrötung. 
Hyperimie der Conjunetiva. 


pi 
kem 


LA ENK ag 


ZS Lë Hi Fei 
er 
z 
Se 


3 00. Hyperämie nicht stärker. 

A 00. e K S 

5 30. Hyperämie etwas verschwunden. 
8 00. Noch sehr leichte Hyperämie. 
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21. Mai. 

9200. Keine Hyperämie. 

20. Mai. Kaninchen, 1800 g schwer. 
8 00. Beem lproz. CaCl,-Lösung subkutan. 

3 30. 5 „ s» T 

9 00. 4 „ ji a 


(Nach fünf Stunden.) 


230. Einen Tropfen lproz. Senföl in das linke Auge (mit sympathischer 
Innervation). 

Auge geschlossen. 

Schleimhautrötung. 

Hyperämie der Conjunctiva. 


Augenlid angeschwollen und leichte Chemosis. 
Hyperämie und Chemosis nicht gewachsen. 
Hyperämie und Chemosis verschwunden. 
Auge vollständig offen. 
Keine Veränderung. 

(Nach fünf Stunden.) 


2’30. Einen Tropfen lproz. Senföl in das rechte Auge (ohne sympathische 


Or si CG Ok Zë Eë Li Mi 
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Innervation). 

Augenlidkrampf. 
2 40. Schleimhautrötung. 
2 50. Hyperämie der Conjunctiva. 
3 30. Augenlid leicht angeschwollen. 
+ 00. sn sn „ 
5 00. Hyperämie und Geschwulst nicht stärker. 
7 00. Hyperämie und Geschwulst etwas verschwunden. 
8 30. Noch sehr leichte Hyperämie. 


2]. Mai. 
9:60. Keine Hyperämie. 


Aus den vorstehenden Protokollen ergibt sich, daß es mit einer 
l proz. Senföllösung gelingt, eine deutliche Hyperämie und Chemosis 
der Konjunktiva Bulbi zu erzielen. Diese Entzündungserscheinungen 
sind auf derjenigen Seite, wo das Ganglion cervicale superius fehlt. 
deutlich schwächer. Die Hemmung dieser Entzündung durch Calcium- 
chlorid gelingt. Hierbei zeigt sich, daß auf derjenigen Seite, wo das 
Ganglion cervicale superius fehlt, auch die Hemmung der allerdings 
leichteren Entzündung schwieriger geht als auf der normalen Seite. 

Die verminderte Entzündung auf derjenigen Seite, wo das Ganglion 
cervicale superius fehlt, ist sehr deutlich, und die Erklärung derselben 
scheint naheliegend, nämlich die Annahme einer verminderten Permea- 
bilität der Gefäße. Jedenfalls würde eine solche zu weniger starken 
Entzündungserscheinungen auf einen von außen her wirkenden chenii- 
schen Reiz führen. Es würde also das Fehlen der vom Ganglion cervicale 
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superius herkommenden Innervationsimpulse in ähnlicher Weise 
wirken, wie die Zufuhr von Calciumchlorid. Insofern erscheinen im 
ersten Augenblick die Beobachtungen eigenartig und nicht ganz so 
leicht zu erklären, als ja die Entfernung der sympathischen Innervation 
mit einer Erweiterung der Gefäße einhergeht und man sonst gewöhnt 
ist, die Erweiterung der Gefäße als eine der Voraussetzungen für 
eine gute Permeabilität, ja sogar für eine gesteigerte anzusehen. Viel- 
leicht noch etwas größer sind die Schwierigkeiten bei der Deutung 
der verminderten Hemmungswirkung des Calciumchlorids auf der 
entnervten Seite, denn wenn an und für sich die Entnervung die 
Permeabilität vermindert hat, sollte Calcium erst recht einen be- 
günstigenden EinfluB auf die Hemmung der Entzündung besitzen. 
Dies ist nun in meinen Versuchen nicht der Fall. Man kann sich Er- 
klärungen ausdenken, die meine Befunde verständlich zu machen 
geeignet sind. Es schien mir aber notwendig, noch andere Versuche. 
beweisendere, für verminderte Permeabilität anzustellen, ehe ich mich 
entschließen konnte, den Satz aufzustellen, daß die Wegnahme der 
sympathischen Innervation zu einer verminderten Permeabilität 
der Gefäße führe. Aus diesem Grunde bin ich zu der nachfolgenden 
Methode übergegangen: 

Die Methode, zu deren Schilderung ich übergehe, knüpft an Unter- 
suchungen an, welche Y. Hara !) im Berner Physiologischen Institut an- 
gestellt hat. Hara untersuchte die Resorption aus der Peritonealhöhle 
mit Hilfe einer neuen Methode, welche darin bestand, daß er Fluorescin 
in die Peritonealhöhle des Kaninchens injizierte und die Zeit bestimmte, 
nach welcher die grüne Farbe in der vorderen Kammer auftrat. Die 
Beobachtung des Eintritts von Fluoresein in die vordere Kammer 
stammt von Paul Ehrlich. In neuester Zeit liegen über den Mecha- 
nismus, der hierbei obwaltet, sehr aufklärende Angaben von K. Wessely?) 
vor. Hara kam es darauf an, die verschiedenen Variablen, welche 
die Resorption aus der Peritonealhöhle bedingen, zu prüfen, und 
der Farbstoffeintritt in die vordere Kammer war für ihn nur das 
Kriterium für den zeitlichen Ablauf der Resorption. Denn sobald der 
Farbstoff durch die Blutgefäße der Peritonealhöhle resorbiert worden 
war, trat er in der vorderen Kammer auf. Ich hielt mich genau an die 
von Hara ausgearbeitete Technik, sowohl was die Injektion in die Peri- 
tonealhöhle anbetrifft, als die Punktion der vorderen Kammer, welche 
die Voraussetzung dafür ist, daß das Fluorescin in die vordere Kammer 


') FY. Hara, diese Zeitschr. 126, 281, 1921/22. 

> K. Wessely, Die physiologischen und anatomischen Grundlagen 
der neueren Glaukomoperationen, Verhandl. d. außerordenti. Tagung d. 
ophthalmolog. Gesellsch. in Wien, August 1921, 8.35, Berlin 1922, 
S. Karger. 
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eintritt. Ich wählte, wie Hara, die Injektion des Farbstoffes in die 
Peritonealhöhle, weil nach dieser Art der Zufuhr des Farbstoffes eine 
hinreichend lange Zeit vergeht, ehe der Farbstoff selbst unter den 
normalsten Bedingungen in der vorderen Kammer auftritt. Ich habe 
sogar die Beobachtung gemacht, daß die Zeit, welche vom Moment 
der Injektion in die Peritonealhöhle bis zum ersten Auftreten des 
Farbstoffes in die vordere Kammer vergeht, etwas länger ist als Hara 
sie beobachtete. Die Ursache dieses Unterschiedes vermag ich nicht 
anzugeben; ich kann nur sagen, daß ich genau unter den gleichen 
Bedingungen und im gleichen Laboratorium meine Untersuchungen 
angestellt habe und meine Versuche gelegentlich in Anwesenheit von 
Beobachtern angestellt wurden, welche Haras Versuche miterlebt 
hatten. Die Methode habe ich angewendet, um den Farbstoffeintritt 
in dem Auge mit normaler Innervation, stets das linke, und demjenigen 
Auge, auf dessen Seite das Ganglion cervicale superius exstirpiert worden 
war, stets das rechte, zu verfolgen. Über die Ergebnisse dieser Ver- 
suchsreihe berichtet die nachfolgende Tabelle. 

Es ergibt sich in sehr deutlicher Weise, daß im Auge derjenigen 
Seite, auf welcher das Ganglion cervicale superius exstirpiert worden 
ist, der Farbstoffeintritt in die vordere Kammer später erfolgt als auf 
der unversehrten Seite. Durchschnittlich dauert es auf der unver- 
sehrten Seite 2 Min. 16 Sek., ehe der Farbstoff zum erstenmal in der 
vorderen Kammer sichtbar wird, während das gleiche auf der anderen 
Seite erst durchschnittlich nach 4 Min. 9 Sek. eintritt. Es kann daher 
kein Zweifel sein, daß das vollständige Fehlen der sympathischen Inner- 
vation die Permeabilität der Gefäße verändert hat, denn der erste 
und wesentliche Faktor, damit Farbstoff aus den Gefäßen bis in die 
vordere Kammer gelangt, ist die Durchlässigkeit der Gefäßwände. 
Sekundär kann natürlich auch die Durchlässigkeit spezifischer Zellen, 
welche an der Wandbekleidung der vorderen Kammer sich beteiligen, 
geändert sein. Welche Auffassung man auch haben möge über den 
Anteil dieser spezifischen Zellen an dem Farbstoffaustritt in die vordere 
Kammer, um die Kapillarendothelien kommt man keinesfalls herum. 

Die Erscheinung, welche ich soeben beschrieben habe, ist keine 
individuelle, denn sie läßt sich bei jedem Tiere nachweisen, und sie 
ist eine sich stets wiederholende, wie man sehr gut bei dieser Methode, 
welche bei einiger Sorgfalt beliebig oft an demselben Tiere wiederholt 
werden kann, zu zeigen in der Lage ist. 

Wie in der vorausgehenden Reihe komme ich zu dem Schluß, 
daß die sympathische Innervation einen Einfluß auf die Permeabilität 
der Gefäße, vielleicht auch der anderen Zellen in der vorderen Kammer 
hat, und zwar im Sinne einer Erhöhung derselben, weil beim Fehlen 
der sympathischen Nerven die Permeabilität deutlich herabgesetzt ist. 
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Versuche mit Fiuorescinnatriumlösung. 





Zeit der Zeit der Injektion Zeit des ersten Auftretens der 


Punktion der Fluorescinlösung Ehrlich schen Linie bis zur we bis zum en 
der vorderen in die vollstandigen Ausbildung der er grunen rar 


S bag d P 
Kammer vordere Kammer Ehrlich schen Linie in der Vorderkammer 


Linkes Auge (mit sympathischer Innervation). 


10h 10630’ | 1062’ 30” 2° | 10613’ 
11 11 30 | 11 150 1 20” | 11 12 20” 
12 12 30 | 12220 150 | 12 16 30 
10 10 30 10 240 210 10 17 40 
II 11 30 11210 140 | 11 15 20 
12 12 30 | 12 2 50 220 12 19 20 
9 9 30 | 9130 100 9 12 30 
10 10 30 | 10250 2 20 10 21 10 
l1 11 30 11200 1 30 11 14 20 
durchschnittlich . . 2 10" 17.60” 15' 5" 
Rechtes Auge (ohne sympathische Innervation). 
Oh 9h30” 963’ 40” 3'10” 9h24’ 30” 
10 10 30 10410 340 10 22 40 
2 2 30 2710 640 2 27 30 
3 3 30 3400 330 3 23 10 
10 10 30 10 4 10 340 10 30 20 
ll 11 30 11720 650 11 32 10 
12 12 30 12540 510 12 20 50 
9 9 30 9 450 420 9 28 10 
10 10 30 10 5 30 500 10 25 20 
10 10 30 10 4 20 350 10 28 40 
11 11 30 11 6 20 550 11 26 20 
12 12 30 12 5 50 520 12 28 40 
10 10 30 10 3 50 320 10 22 20 
ll 11 30 11 6 20 550 11 29 10 
2 2 30 2350 320 2 20 10 
durchschnittlich . a OI A 5 25 8” 


Um aber noch weitere Erfahrungen zu sammeln und das bisher Be- 
hauptete zu sichern, habe ich noch eine weitere Versuchsreihe aus- 
geführt. Diese Versuchsreihe bestand darin, daß ich nach Punktion 
des Auges der vorderen Kammer Kammerwasser entnahm und dieses 
Kammerwasser auf seinen EiweißBgehalt untersuchte. 

Methodisch verfuhr ich folgendermaßen: Die vordere Kammer 
wurde zunächst punktiert und bei der Punktion 0,2 ccm entnommen. 
Eine Stunde später habe ich dann ein zweites Mal punktiert. Es ist 
bekannt, daß nach dieser Zeit Kammerwasser sich neu gebildet hat. 
Diese Neubildung ist schon an einem bekannten äußerlichen Merkmal 
leicht zu schen. Während das erstentnommene Kammerwasser flüssig 
bleibt, gerinnt das nach einer Stunde entnommene Kammerwasser, 
ein deutliches Zeichen, daß Gerinnungsfaktoren, die vorher nicht im 
Kammerwasser vorhanden waren, jetzt aufgetreten sind. Das Kammer- 
wasser habe ich mit einem Abberefraktometer untersucht. Das im 
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Berner Physiologischen Institut vorhandene Abbesche Refraktometer 
ist auf Veranlassung von Prof. Asher von der Firma Zeiss mit einem 
Hilfsprisma versehen worden, welches refraktometrische Bestimmungen 
mit einem einzigen Tropfen Flüssigkeit gestattet. Trotz gewisser 
Einwendungen läßt sich diese Bestimmung mit großer Genauigkeit 
ausführen, zumal in Versuchen wie den meinigen, wo es sich um ver- 
gleichende Bestimmungen handelt, die rasch hintereinander ausgeführt 
werden. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe teile ich in der nach- 
folgenden Tabelle mit. 


Mit sympathischer Inncrvation 


Ohne sympathische Innervation 





Zeit d | "Zeit d | 

Pünknan de | nung Eiweiß | Punktion der SE Eiweiß 
yarderen | Refraktion e a Refraktion o, 
Qa 1,3338 0,024 MA5 1,3332 0,018 
10 1,3369 0,69 10 5 1,3339 __ 0,029 
9 10 1,3332 0,018 981 — 13334 0.019 
10 10 1,3378 1,19 10 15 | -1;3358 | 0,085 
9 20 | 13343 0,052 9 25 1,3329 0,016 
10 20 1,3378 1,24 10 25 1,3358 0,085 
9 30 1,3332 0,018 9 35 1,3333 : 0,0185 
10 30 | 1,339% 2,15 10 35 13376 1,16 
8 1,3338 0,024 85 1,3332 0,018 
9 1,3381 1,41 9 5 1,3344 0,072 
8 10 1,3334 0,019 8 15 1,3332 0,018 
9 10 1,3381 1,41 915 ` 1,3345 0,057 
8 20 1331 0,016 8 25 1,3332 0,018 
9 20 ` 1,3376 1,08 9 25 1,3353 0.128 
8 30 133311: 0,016 8 35 1,3334 | 0.019 
9 30 1,3373 0,89 9 35 , 13369 | 0,69 


In diesen Tabellen habe ich die abgelesenen Brechungsindizes 
angegeben, sowie in einer besonderen Kolonne die auf Grund der 
Reiss schen Tabellen berechneten Eiweißwerte des Kammerwassers. 
Die Versuche zeigen, daß stets auf derjenigen Seite, wo das Ganglion 
cervicale superius exstirpiert worden ist, die Brechungsindizes kleiner 
und auf Grund der Berechnung demnach der Eiweißgehalt niedriger 
ist. Es geht also auch aus dieser Versuchsreihe mit großer Deutlichkeit 
hervor, daß die Flüssigkeit, welche auf der sympathicuslosen Seite 
austritt, anders zusammengesetzt ist als diejenige, welche auf der 
normalen Seite austritt, und zwar in der Art anders, daß auf der nerven- 
freien Seite die Flüssigkeit weniger konzentriert ist. Hieraus ziehe 
ich erneut den Schluß, daß die Permeabilität der Gefäße wegen Mangels 
der sympathischen Innervation vermindert worden ist. 

Ich glaube, durch sämtliche mitgeteilten Versuchsreihen den 
Beweis geliefert zu haben, daß die im Halssympathicus verlaufenden, 
beziehentlich die vom Ganglion cervicale superius austretenden Nerven- 
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fasern, die zum Auge gelangen, nicht bloß Fasern sind, welche vaso- 
konstriktorische, eventuell auch vasodilatorische Leistungen be- 
sitzen, sondern auch einen Einfluß auf die Permeabilität der Zellen, 
in erster Linie derjenigen der Gefäßwände haben. ` Es scheint mir hier 
ein erster, einwandfreier experimenteller Beweis für die Unterstellung 
der Durchlässigkeitsverhältnisse der Zellen unter das sympathische 
Nervensystem vorzuliegen. 

Man wird natürlich versucht sein, sich Vorstellungen über das 
Wesen der Permeabilitätsbeeinflussung zu machen. Dasjenige, was 
eine gewisse Schwierigkeit schafft, ist der von mir erhobene Tatbestand, 
daß bei Fehlen der sympathischen Innervation, bei Fehlen also vor 
allem der Vasokonstriktoren, die Permeabilität vermindert ist. Man 
könnte hypothetisch an die nachfolgende Deutung denken, wenn 
man, wie das viele Autoren tun, den Sitz jeder primären Permeabilitäts- 
veränderung nicht in die Gefäße, sondern in die spezifischen Zellen 
verlegt. Man könnte annehmen, daß wegen Mangels der sympathischen 
Innervation die spezifischen Zellen weniger geeignet sind, in der Art 
und Geschwindigkeit Stoffwechselprodukte zu bilden, welche die 
Permeabilitätsveränderung der Gefäße nach sich ziehen. Es ist dies 
eine Annahme, die sich zurzeit weder beweisen noch widerlegen läßt. 
Welche Vorstellung man auch haben möge, ein Einfluß der Nerven 
auf Funktionen, die man als trophische bezeichnen darf, ist durch 
meine Arbeit nachgewiesen, und, fußend auf dieser Arbeit, werden 
im Berner Physiologischen Institut weitere Versuche eingeleitet werden. 

Zusammengefaßt sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folgenden: 

l. Die von Chiari und Januschke gefundene Hemmung der Senföl- 
entzündung durch Calcium konnte bestätigt werden. 

2. Auf derjenigen Seite, auf welcher das Ganglion cervicale superius 
exstirpiert worden war, war die Senfölentzündung gehemmt, aber auch 
die Hemmung derselben durch Calciunchlorid weniger ausgesprochen. 

3. Fluorescin, nach der Methode von Hara in die Peritonealhöhle 
injiziert, trat in der vorderen Kammer desjenigen Auges, auf welcher 
das Ganglion cervicale superius exstirpiert worden war, später auf 
als auf der unversehrten Seite. 

4. Der Eiweißgehalt des nach einer zweiten Punktion entnommenen 
Kammerwassers war auf derjenigen Seite, wo das Ganglion cervicale 
superius fehlte, geringer als auf der unverschrten Seite. 

5. Alle diese Tatsachen beweisen, daß infolge Fehlens der sympa- 
thischen Innervation die Permeabilität der Gefäße vermindert ist, 
woraus folgt, daß bei ihrem Vorhandensein sie einen Einfluß auf die 
Permeabilität, also auf trophische Leistungen der Zellen besitzen. 


Über die Chemie der Lunge. 
III. Mitteilung. 
Über die Nucleinsäure der Lunge. 
Von 
Ubaldo Sammartino (Rom). 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 


Im Verfolge der Unterzuchungen über die chemische Zusammen- 
setzung der Lunge haben wir die bis jetzt noch nicht dargestellte 
Nucleinsäure aus diesem Gewebe zu fassen gesucht. Wir sind bei 
dieser Darstellung der Methode von P. A. Levene!) gefolgt, welcher 
mit anscheinend viel Erfolg seine Pikrinsäuremethode bei anderen 
Geweben angewendet hat. 

In letzter Zeit haben Feulgen und Hammarsten Angaben gemacht, 
daß außer den schon bekannten Nucleinsäuren mit 4 Nucleotiden 
komplizierter zusammengesetzte Nucleinsäuren vorkommen, und es 
wäre nach ihren Untersuchungen anzunehmen, daß durch die Arbeits- 
weise mit Alkali, die in Wirklichkeit vorkommenden Nucleinsäuren 
gespalten werden in einfachere, die also Kunstprodukte oder Spaltungs- 
produkte wären und nicht die eigentliche Nucleinsäure in den 
Geweben darstellen. 

Die Methode von Levene, die wir auf die Aufarbeitung der Lunge 
übertragen haben, konnten wir in den Hauptzügen mit Erfolg bei- 
behalten. Wir gingen folgendermaßen vor: 

Drei Pferdelungen wurden frisch aus dem Schlachthause gebracht, 
rasch von den großen Bronchien und den Gefäßen befreit und durch 
die Fleischmaschine getrieben. Es resultierten 7,125 kg Gewebe. 
Diese wurden in einem großen verzinnten Topf mit 8!/, Liter ge- 
wöhnlichem Wasser übergossen, 855 e Kochsalz zugesetzt und durch 
Einleiten von Dampf aus einem Dampfentwickler zum Kochen ge- 
bracht. Um das Erhitzen zu unterstützen, wurde der Topf mit einer 
kleinen Gasflamme erwärmt. Nach vier Stunden setzte man zu der 


I) Journ. of biological Chemistry An, 177. 1921. 


406 U. Sammartino: 


Lösung 228g kristallisiertes Natriumacetat und 177 ccm einer 33 proz. 
Ätznatronlösung zu, rührte alles sehr gut um und ließ es über Nacht 
stehen. Man neutralisiert die Mischung mit Essigsäure und setzt so 
lange wässerige Pikrinsäure zu, als sich noch ein Niederschlag ab- 
scheidet. Nach 20 Stunden filtriert man durch ein Koliertuch, was 
einige Stunden dauert. Das Koliertuch muß man häufig erneuern. 

Das Kolierfiltrat wird nun durch Faltenfilter durchgelassen und 
mit einer lOproz. Salzsäure bis zu einer leichten Opaleszenz versetzt 
und hierauf mit reinstem Kupferchlorid in 1Oproz. Lösung gefällt. Die 
Nucleinsäuren gehen nun in ihr Kupfersalz über, wobei man einen 
Überschuß von Kupferchlorid verwendet. Da sich der Kupfer- 
niederschlag nur langsam absetzt, wurde auf einer großen Zentrifuge 
die gesamte Flüssigkeit abgeschleudert und das in den Zentrifugen- 
gläsern angesammelte Kupfersalz mehrere Male mit Wasser gewaschen, 
bis das Filtrat weder Kupfer noch Pikrinsäure enthielt. Nachdem 
man den Niederschlag auf der Zentrifuge sehr häufig gewaschen hat, 
entnimmt man ihn aus den Zentrifugengläsern und rührt ihn mit 
5proz. Salzsäure an, um die Nucleinsäuren in Freiheit zu setzen und 
das Kupfer in Kupferchlorid zu verwandeln. Man filtriert die ab- 
geschiedenen Nucleinsäuren, wäscht sie mit destillierttem Wasser bis 
im Filtrat keine Chlorionen nachweisbar sind und löst sie wieder auf 
dem Filter in proz. Natronlauge. Die filtrierte Lösung des nuclein- 
sauren Natriums wird mit Salzsäure versetzt, bis sie neutral ist. 
Hierauf setzt man 10proz. Kupferchloridlösung zu und fällt wieder 
die Nucleinsäure als Kupfersalz. Man filtriert das Kupfersalz ab. 
wäscht es mit Wasser, bis der Überschuß des Kupfers ausgewaschen 
ist und bis man mit Ferrocyankalium kein Kupfer mehr nachweisen 
kann. Man wäscht nun auf dem Filter mit einer 5proz. Salzsäure 
aus dem nucleinsauren Kupfer das Kupfer heraus und wiederholt das 
Waschen so lange mit verdünnter Säure, bis man im Filtrat kein 
Kupfer mehr nachweisen kann. Hierauf wäscht man mit destilliertem 
Wasser, bis man im Filtrat keine Chlorionen mehr nachweisen kann. 
Man löst nochmals auf dem Filter die Nucleinsäuren in 5proz. Natron- 
lauge auf, säuert mit Essigsäure an und fällt mit 96proz. Alkohol. 
welcher 4°/, Salzsäure enthält, die Nucleinsäure. Man zentrifugiert 
den Niederschlag, da er sehr schwer filtrierbar ist und wäscht ihn auf 
der Zentrifuge mit 96proz. Alkohol, bis man im Alkohol mit Silber 
kein Chlor mehr nachweisen kann. Hierauf wäscht man die Nuclein- 
säure mit absolutem Alkohol mehrmals aus, zweimal mit Äther und 
trocknet sie über Schwefelsäure im Exsikkator im Vakuum. 

Die Analysen von Lerene entsprechen in den Werten des Stick- 
stoffs und Phosphor, die besonders charakteristisch sind, durchaus 
nicht seiner Theorie. Es differiert z. B. der Stickstoff in seinen 
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Analysen von der Theorie 14,79°/, zu dem gefundenen Wert von 
15,52°/,, das sind 0,83°/,. Sein Phosphorwert differiertt von der 
Theorie um 0,88°/,. Levene erklärt diese große Differenz durch die 
Unmöglichkeit, eine solche amorphe Substanz aus den Geweben mit 
der notwendigen Reinheit darzustellen, aber man muß sagen, daß 
man dann auch nicht zur Aufstellung einer entsprechenden Formel 
gelangen kann. 

Wir haben aus dem angegebenen Quantum von mehr als 7 kg 
Lunge an reinem Präparat nach den vielfachen Reinigungen fast 3g 
analysenreines Präparat erhalten. Wir konnten mit Mikroanalyse 
arbeiten und fanden folgende Werte: 


Die Analysen der vakuumtrockenen Substanz. 
Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung. 

6.82 mg Substanz gaben CO, 9,517 mg und H,O 3,17 mg, das: ist 
C 38,06%, und H 5,20°\,. 

6,474 ıng Substanz gaben CO, 9,053 mg, das ist C 38,159% und 
H,O 3,05 mg, das ist H 5,27°⁄. 

Stieckstoffbestimmung: 

2,397 mg Substanz geben bei 20° T und B 743, V 0,32 ccm, entsprechend 
14,120, N. 

2,822 mg Substanz geben bei 18° T, B 744, V 0,345 eem, das ist 14,22°,N. 

2,457 mg geben bei 22° T und B 744, V0,31, das ist 14,395 N. 

2,322 mg geben bei 24° T und 744 B, V 0,294, das ist 14,240, N. 

Phosphorbestimmung: 


0,1283 g geben nach Neumann 5,9142} Phosphor. 

Eine Formel Ca, Ha, Nip Po Oz, welche die Relation P: N, genau 
enthält, verlangt C 38,2, H 5,24, N 13,5, P 5,99... 

Berechnet: 38,2°, 3.249, 13,9% 5 5.9905. 

Gefunden: 38,06 5.2 14.12 5,91. 


Spaltung der Nucleinsäure. 


21/,g trockene Nucleinsäure wurde mit 50 cem Alkohol versetzt 
und durch zwei Stunden Salzsäuregas durchgeleitet. Nach zwei 
Stunden unterbricht man die Gaszuleitung und läßt die Lösung 
24 Stunden stehen. Nach 24 Stunden verdünnt man die methyl- 
alkoholische Lösung mit dem doppelten Volumen Methylalkohol und 
filtriert. Man erhält eine feste Substanz. Diese Substanz wird in 
siedendem Wasser über direkter Flamme gelöst, filtriert und das 
Filtrat mit Tierkohle behandelt. Man filtriert von der Tierkohle und 
konzentriert die wässerige Lösung auf dem Wasserbade. Diese fällt 
man nun mit wässeriger Pikrinsäure, läßt 24 Stunden stehen, filtriert 
auf einem kleinsten Filter und kristallisiert aus siedendem Wasser um. 
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Der Schmelzpunkt des Pikrates stimmt mit dem Zersetzungspunkt 
des Adeninpikrates überein (F 280°). 

2,297 mg geben bei 28° T und B 746, V 0,619 ccm, das ist 29,30% ,N. 
Adeninpikrat verlangt 29,34°/, N. 

Das Filtrat wird auf dem Wasserbade eingeengt und dann voll- 
ständig verdampft, um die Salzsäure wegzujagen. Man setzt noch 
einmal Methylalkohol dazu und verdampft wieder. Hierauf nimmt 
man mit Methylalkohol auf, wobei eine Substanz ausfällt. Man 
filtriert auf einem kleinsten Filter. Man löst die Substanz in 
siedendem Wasser und kocht sie mit Tierkohle, filtriert, konzentriert 
die wässerige Lösung und fällt mit Pikrinsäure. Man erhält in kleinen 
Mengen ein Pikrat mit dem Zersetzungspunkt 190°. Dieser Zersetzungs- 
punkt stimmt mit dem Zersetzungspunkt des Guaninpikrats, wie es 
Wulff beschreibt, überein. Wulff gibt an, daß sich das Pikrat bei 
190° zu zersetzen beginnt, bei langsam gesteigerter Temperatur all- 
mählich verkohlt, ein Verhalten, welches unserer Verbindung ebenfalls 
eigen ist. 

Die von uns hier beschriebene Nucleinsäure gibt mit Orcin keine 
Pentosenreaktion, so daß nach dem bisherigen Befund zu schließen ist, 
daß es sich um eine Nucleinsäure handelt, die keine Pentose zur 
Grundlage hat. Erst eine größere Darstellung und der Versuch der 
ammoniakalischen Hydrolyse könnte dieses vorläufig noch nicht ganz 
sichere Resultat bestätigen. 

Wir haben nach Abscheidung der Phosphorsäure mit Barium das 
Produkt der Hydrolyse, nach der Methode von Schotten-Baumann, 
zu benzoylieren versucht. Das Benzoylprodukt war sirupös und äther 
löslich und gab keine Kohlehydratreaktionen. 

Die in der Lunge gefundene Nucleinsäure ist also different zu- 
sammengesetzt von der nach dem gleichen Verfahren von Levene 
aus anderen Geweben dargestellten. Es wird notwendig sein, diese 
Lungennucleinsäure einem intensiven Studium mit größeren Quanti- 
täten zu unterziehen. Jedenfalls scheint das Lungengewebe an 
Nucleinsäure recht arm zu sein. 


Über den Einfluß 
der parenteralen Eiweißzufuhr auf den Gasstoffwechsel. 


Von 
Alfred Leimdörfer. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität in Wien.) 
(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 


Eine Reihe von Untersuchungen war dem Schicksale der parenteral 
gereichten artfremden Eiweißkörper und deren biologischer Wirkung 
gewidmet. 


Während Freund und Popper!) auf Grund ihrer Versuche die Annahme 
vertraten, daß auch das parenteral zugeführte Eiweiß mit dem Blutstrom 
die Darmwand passieren müsse und erst dann die biologische Wertigkeit. 
des peroral zugeführten Eiweißes erlangen könne, um für den Energie- 
verbrauch, respektive den Protoplasmaaufbau Verwendung zu finden, zieht 
Körösy?) aus seinen Experimenten den Schluß, daß das parenteral ein- 
verleibte Eiweiß auch nach völliger Darmausschaltung, nach Exstirpation 
des ganzen Darmabschnittes von der Kardia bis zum Rektum, aus dem 
Blut in die Gewebe aufgenommen wird. Nur minimale Spuren von Eiweiß 
und Albumosen waren dabei im Harn nachweisbar, das injizierte Eiweiß 
verblieb im Organismus. Versuche von Rona-Michaelis?) und L. Ornstein ?) 
führten zu denselben Resultaten. Es war also zu erwarten, daß das injizierte 
Eiweiß im Organismus ähnliche Abbauveränderungen erleiden müßte wie 
das peroral gereichte und andererseits ebenso wie dieses auf die Stoff- 
wechselvorgänge im Körper Einfluß nehmen könne. 

Durch viele sorgfältige Beobachtungen wurde die Lehre Rubners von 
der spezifisch-dynamischen Wirkung der Eiweißkörper, ihres spezifisch- 
dynamischen Einflusses auf die Wärmeproduktion aufgebaut; die Unter- 
suchungen von Pflüger®), Benedict!) und anderen haben Belege für die 
Richtigkeit der Anschauungen Rubners gebracht. Lusk?) wollte bestimmten 
Aminosäuren, insbesondere Glykokoll und Alanin, diese spezifische Wirkung 
zuschreiben. Bekanntlich äußert sich die spezifisch-dynamische Wirkung 
der Eiweißkörper in ihrer Fähigkeit, nach ihrer Resorption aus dem Ver- 
dauungskanal, bei ihrer Zirkulation und Weiterverarbeitung den Umsatz 
zu steigern, ohne daß für diese Steigerung wie bei den Kohlehydraten und 
Fetten die Verdauungsarbeit als Ursache in Betracht gezogen werden könnte. 
Daß auch unter pathologischen Umständen diese biologische Tatsache ihre 
volle Geltung behält und dabei manchmal recht deutlich manifest wird. 


1) E. Freund und H. Popper, diese Zeitschr. 15, 272, 1909. 

2) Körösy, Zeitschr. f. physiol. Chemie 62, 68 u. 69, 313. 

3) Rona-Michaelis, Pflügers Arch. 121, 163, 124, 578. 

4) L. Ornstein, diese Zeitschr. 44, 140, 1912. 

5) Pflüger zit. nach Noorden-Salomon, Handb. d. Ernährungslehre. 
€) Benedict, Journ. of biol. chem. 20, 263, 1915. 

7) Lusk, ebendaselbst, S. 555. 
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illustrieren viele Untersuchungen nach Eiweißzufuhr im Fieber, bei ge- 
steigerter Schilddrüsenfunktion [Porges und Pribram'!)], nach Exstirpation 
der Schilddrüse [Eppinger, Falta und Rudinger?)|, bei Diabetes [Leim- 
dörfer?), Bernstein und Falta®)]. 

Einen Einblick in die intermediären Stoffwechselvorgänge nach 
parenteraler Eiweißzufuhr gewinnen wir durch Gasstoffwechselversuche. 
Wenn auch bei dieser Art von Verabreichung der Eiweißkörper die auf- 
genommenen Eiweißwerte quantitativ beträchtlich hinter denen der per 
os gegebenen zurückstehen mußten, so war es doch besonders mit Rück- 
sicht auf die oben erwähnten Versuchsergebnisse von Körösy, Rona- 
Michaelis und Ornstein gerechtfertigt, eine biologische Wirkung zu ver- 
muten. Einige tierexperimentelle Untersuchungen von Zuntz und 
Mering®), sowie von Potthast®), bei welchen Injektionen von Eiweiß- 
derivaten (Albumosen und Peptonen) eine Steigerung der Oxvdations- 
vorgänge zur Folge hatten, schienen ebenfalls im gleichen Sinne zu 
sprechen. Da bekanntlich in jüngster Zeit die parenterale Eiweißzufuhr 
auch therapeutische Zwecke verfolgt, dürften Untersuchungen dieser Art 
auch eine gewisse praktische Bedeutung erlangen und könnten vielleicht 
ihre Ergebnisse einige Aufklärung über ihre eventuelle therapeutische 
Wirksamkeit bringen. Die von Weichhardt?) vermutete Protoplasma- 
aktivierung, welche in der Steigerung des Blutzuckers, der mitunter auf- 
tretenden Leukozytose, der Veränderung im Agglutiningehalte des Blutes 
und der Durchlässigkeit der Blutgefäße [Starkenstein®)] zum Ausdruck 
konnt, schien die Deutung zuzulassen, daß die parenterale Eiweißzufuhr 
nieht ohne Einflußnahme für die biologischen Prozesse ist. 


Unsere Untersuchungen betrafen Gasstoffwechselversuche nach 
parenteraler Zufuhr von Milch, Caseosan und Aolan. Die Unter- 
suchungen wurden am Zuntz-Geppertschen Apparat im nüchternen Zu- 
stande der Versuchsperson ausgeführt. Zunächst wurden für den Grund- 
umsatz konstante Werte gewonnen: die Injektion der Eiweißkörper 
erfolgte am Abend (intramuskulär) und am darauf folgenden Tage früh 
nüchtern, ungefähr 12 bis 14 Stunden nach der Injektion, wurde die 
Untersuchung zur Prüfung der Wirkung der Eiweißzufuhr angeschlossen. 

Wie Tabelle I veranschaulicht, führt eine Injektion von 4ccm 
Milch zu einer Steigerung des Gaswechsels. (Tab. I, Versuch Nr. 10 
O,-Verbrauch um Hin, CO,- Produktion um 4°/, angestiegen) Zur 
Zeit der Untersuchung bestand eine Temperatursteigerung (37.5°), 
einige Stunden nach der Injektion war Schüttelfrost und Tempe- 
raturanstieg auf 39° aufgetreten. Sowie die Injektion keine Tempe- 
raturerhöhung auslöste, blieb der Gaswechsel unverändert. (Tab. I, 


) Porges und Pribram. Wien. klin. Wochenschr. Nr. 46, 1908 

) Eppinger, Falta und Rudinger, Zeitschr. f. klin. Med. 66, 1, 1908. 
) A. Leimdörfer, diese Zeitschr. 40, 326, 1912. 

) S. Bernstein und W. Falta, Arch. f. klin. Med. 121, 95, 1916. 

) N. Zuntz und Mering, Pflügers Arch. 32, 173. 

) J. Potthast, ebendaselbst, S. 280. 

) Weichkardt, Münchn. med. Wochenschr.. S. 581, 1918. 

) E Starkenstein, Ebendaselbst, S. 205. 1919. 
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Versuch Nr.6, 8, 14.) Ein gleiches Verhalten konnten Libesny 
und Schwarz in diesem Institute mit dem Kroghschen Apparat!), 
welcher allerdings bloß die Beobachtung des Sauerstoffverbrauches 
gestattet, bei späteren Versuchen (Tab. II) feststellen. Bei diesen 
Versuchen wurden beträchtliche Steigerungen des Sauerstoffverbrauchs 
auf dem Höhestadium des Fiebers gefunden (im Versuch 3 eine 
17 proz., im Versuch 4 eine 18proz. Erhöhung.) Im Versuch 7 (Tab. II) 
zeigte sich trotz der Injektion keine Änderung im O,-Verbrauch und 
in der Temperaturkurve. (Die Versuchspersonen waren während der 
ganzen Dauer des Versuches nüchtern geblieben.) 

Unsere Untersuchungen ergaben demnach, daß paren- 
teral verabreichtes Eiweiß eine Steigerung der Oxydations- 
vorgänge hervorruft, und zwar dann, wenn die parenterale 
Eiweißzufuhr einen Temperaturanstieg zur Folgehat. Sowie 
sich dieser nicht einstellt, ändert sich der Gaswechsel nicht. 

Für diese Steigerung der Oxydationen müssen wir in erster 
Linie die durch das Fieber bewirkte Vergrößerung des Atemvolumens 
als ursächlichen Faktor betrachten. Wir können aber diese nur 
teilweise für die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs verantwort- 
lich machen, denn es entspricht nach A. Loewy?) der Zunahme 
des Atemvolumens um 1000 cem Luft, eine Vermehrung des Sauerstoff- 
verbrauchs um Beem, während wir hier einen erheblichen stärkeren 
Sauerstoffverbrauch (14 cem, Tab. I, Vers. 10) gegenüber den normalen 
Grundumsatzwerten gefunden haben. (Das Atemvolumen war bloß 
um 445 ccm angewachsen.) Wir werden deshalb eine absolute Steigerung 
des Sauerstoffverbrauchs annehmen müssen. Wir sind natürlich geneigt, 
für das Anwachsen der Oxydationsvorgänge das Fieber in ursächliche 
Beziehung zu setzen, da wir wissen, daß auch sonst meistens im 
fieberhaften Zustand die Oxydationsvorgänge eine deutliche Steigerung 
erfahren. Experimentelle Untersuchungen von Lilienfeld?), May) 
und Stähelin®), bei welchen Tiere in einen künstlich fieberhaft in- 
fektiösen Zustand versetzt wurden, ergaben, daß auf der Höhe des 
Fiebers die Wärmeproduktion deutlich vergrößert erscheint. „Für den 
fiebernden Menschen führten (mit dem Respirationsverfahren ge- 


1) Die Untersuchungen mit diesem Apparat wurden von Libesny und 
Schwarz aus anderen Gründen durchgeführt und ihre Ergebnisse (welche im 
Zusammenhang mit anderen Versuchen demnächst als „Beiträge zur 
Pathologie des Gasstoffwechsels““ publiziert werden) in liebenswürdiger 
Weise zur Verfügung gestellt, wofür ihnen auch an dieser Stelle der wärmste 
Dank ausgesprochen wird. 

2) A. Loewy, Handb. d. Biochem. von C.Oppenheimer 4, 264. 

3) A. Lilienfeld, Pflügers Arch. 32, 293. 

4) May, Zeitschr. f. Biol. 30, 1. 

5) Stähelin, Arch f. Hy. 90, 77. 
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wonnene) Untersuchungen zu Werten von Stauerstoffverbrauch und 
Kohlensäureabgabe, welche die normalen des gleichen Individuums 
mehr oder minder bedeutend übertrafen. Daneben gibt es auch 
solche, bei welchen die Werte gar nicht von der Norm abgewichen 
sind, ja selbst unter der Norm standen. Aber wenigstens auf der 
Höhe akuter Fieber sind die Oxydationen nach Maßgabe der Be- 
stimmungsgröße des Gaswechsels in der Mehrzahl der Fälle gesteigert.‘ 
[F. Kraus!)]. Die mit dem Respirationskalorimeter mehrere Tage 
hindurch (Tag und Nacht) durchgeführten Fieberstudien von Carpenier 
und Benedict?) erbrachten zu dieser Frage wertvolle Ergebnisse. Wenn 
auch nach ihren Versuchen einheitlich von einer Erhöhung der Wärme- 
produktion in allen Fällen und während aller Phasen des Fiebers nicht die 
Rede sein kann, so war doch während des Fieberanstieges eine Steigerung 
der Wärmeproduktion deutlich zu erkennen. Bei Tuberkulösen war 
der Stoffwechsel nur wenig oder gar nicht erhöht. [McCann and 
Barr?)]. Auch künstliche Temperatursteigerung nach Gehirnstichhyper- 
thermie nach Aronsohn-Sachs?), sowie durch äußere Momente [heiße 
‚Bäder Winternitz, Diathermie®) Durig und Grau®), Glühlicht-Heißluft 
Salomon?)] hatte eine Erhöhung der Oxydationsvorgänge im Gefolge. 

Bei der Erklärung der gesteigerten Oxydationsvorgänge im Fieber 
ist die Abhängigkeit der chemischen Vorgänge in der tierischen und 
pflanzlichen Welt von der Temperaturänderung an sich zu berück- 
sichtigen. Auf Grund der van 't Hoff- Arrheniusschen Regel’), der 
Reaktionsgeschwindigkeitstemperaturregel, kurzweg RGT-Regel be- 
zeichnet, wissen wir, daß mit der Temperaturerhöhung die chemischen 
Reaktionen mit beschleunigter Geschwindigkeit ablaufen. 

Das Einsetzen der Temperaturerhöhung im Fieber erfolgt durch 
ein Mißverhältnis zwischen Wärmeproduktion und Wärmeabgabe, das 
zu einer Zurückhaltung von Wärme und damit zu einer Temperatur- 
erhöhung des Protoplasmas führt. Nach der RGT-Regel wird diese 
Temperaturerhöhung eine Umsatzsteigerung bedingen, die in einem pro- 
portionalen Verhältnis zu dem Ausmaße der Temperaturerhöhung steht. 
Ob diese Umsatzsteigerung weiter zu einer Temperaturerhöhung führt, 
hängt von der Einstellung der wärmeregulatorischen Mechanismen ab. 


1) F. Kraus in v. Noordens Handb. d. Phys. und Pathol. d. Stoffw. 

2) Carpenter und Benedict, Amer. Journ. of Phys. 24, 11, 1909. 

3) McCann and Barr, Arch. of intern. med. 26, 663, 1920. 

4) Aronsohn und Sachs, Pflügers Arch. 87, 232. 

5) H. Winterwitz zit. nach A. Loewy, Handb. f. Bioch. von C. Oppen- 
heimer 4, 212. 

6) Durig und Grau, diese Zeitschr. 48, 480, 1913. 

7) H. Salomon, Zeitschr. f. diät. u. physik. Ther. 5, 1901. 

s) Arist-Kanitz, Temperatur und Lebensvorgänge. Biochem. in Einzel- | 
darstellungen. Verlag Gebr. Bornträger, Berlin. 
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Die chemische Wärmeregulation scheint an die normale Funktion 
der Schilddrüse gebunden zu sein. 


Versuche von Boldyreff!) hatten Anhaltspunkte dafür erbracht, daß 
der Schilddrüse eine wichtige Rolle bei der chemischen Wärrneregulierung 
zukommt. Tiere, Hunde und Katzen, denen die Schilddrüse exstirpiert 
worden war, verloren die Fähigkeit der Wärmeregulierung bei Erhöhung 
oder Erniedrigung der Außentemperatur oder bei innerer Erhitzung, diedurch 
Muskelarbeit hervorgerufen wurde. Ts sei an dieser Stelle auch auf die 
interessanten Versuche von L. Adler?) hingewiesen. Igel, denen im Winter- 
schlaf Schilddrüsenstoffe injiziert wurden, erwachten, dabei stieg die Körper- 
temperatur zu sommnerlicher Höhe an, die Atemfrequenz war stark erhöht. 
Von gleichem Erfolg war in seinen Versuchen eine Injektion von Thyramın 
und Phenylätvlamin (zweier proteinogenen Amine), sowie von Adrenalin 
und Thyimusextrakt begleitet. 

Die proteinogenen Amine, Thyramın und Phenyläthylamin, welche sich 
aus FEiweißabbauprodukten direkt ableiten lassen (durch Abspaltung von 
CO, aus den entsprechenden Aminosäuren) und eine große Bedeutung beim 
Zellstoffwechsel haben, wirken nach „Abelin®) in ähnlicher Weise auf den 
Stickstoff-Kohlehydrat- und  Gasstoffwechsel wie die Schilddrüsen- 
substanzen. Besonders, da an den schilddrüsenlosen Tieren die proteino 
genen Amino die gleiche Wirkung auf den Stoffwechsel entfalten, wie 
die Schilddrüseneiweißkörper, kommt Abelin zu der Ansicht, daß die 
Schilddrüsenstoffe als Muttersubstanzen dieser auf den Stoffwechsel 
wirksamen Körper anzusehen sind. Die Stoffwechselwirkung der Schild- 
drüse sei nur eine Teilerscheinung der allgemeinen Beeinflussung des 
vegetativen (sympathischen und parasympathischen) Nervensystems. 

Diese Auffassung hatte bereits Ashert) früher vertreten. Nach Asher 
und Flack’) ruft das Schilddrüsensekret eine Erregbarkeitssteigerung de~ 
sympathischen und parasyımpathischen Nervensystems hervor. Richardson®). 
ebenso Kakechr?) sahen die Wirkung von Adrenalin auf das überlebende 
Siugetierherz durch Schilddrüsensekret oder 'Thyreoglandol in verstärkten‘ 
Maße ausgeprägt. Der vegetativen (sympathischen und parasympatbischen) 
Nervensystem wird von Asher und Abelin eine wichtige Stellung bei der 
Regulierung der Höhe und der Art des Gesamtstoffwechsels zugesprochen. 

Zwecks Beurteilung des Einflusses der Schilddrüse auf die Ökonomie 
des Wärmchaushaltes wären auch Versuche von MannsjeldS), Mannsfeld 
und Ernst?) sowie von O. Loewi!®) heranzuziehen. 


Aus ihren Untersuchungen ging hervor, daß bei Tieren während 
eines experimentell erzeugten infektiösen Fiebers (nach Colifiltrat- 
und Dysenterietoxininjektionen) der Eiweiß- und Gasstoffwechsel 


) Boldyreff, Pflügers Arch. 154, 470, 1913. 

) L. Adler, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 86, 159, 1920. 

\ Abelin, diese Zeitschr. 93, 128, 1919; 101, 197, 1920; 129, 1, 1922. 
1) L. Asker, Deutsch. med. Wochenschr. 1916, Nr. 34. 

) Asher und Flack, Zeitschr. f. Biol. 55, 83, 1910. 

) Richardson, ebendaselbst 67. 

3) Ebendaselbst. 

8) G. Mannsfeld, Pflügers Arch. 161, 430. 

9) G. Mannsfeld und Z. Ernst, ebendaselbst S. 400. 

10) Q. Löwi, Zentralbl. f. Physiol. 28. 


Einfluß der parenteralen Eiweißzufuhr auf den Gasstoffwechsel. 415 


stark angestiegen war, bei Tieren aber, denen die Schilddrüse exstir- 
piert worden war, der Gesamtstoffwechsel trotz des (künstlichen) 
Fiebers fast unverändert auf gleicher Höhe verblieb. 

In diesem Zusammenhange sei auch der experimentell fest- 
gestellten Tatsache Erwähnung getan, daß das isolierte Herz fiebernder 
Kaninchen (bei der Wärmestichhyperthermie), welches mit Zucker- 
lösungen durchspült wurde, einen gesteigerten Stoffverbrauch (ge- 
steigerte Zuckerverbrennung) zeigte gegenüber dem isolierten Herzen 
normaler Tiere (Mansfeld). O. Löwi bestätigte diese Untersuchungen 
und konnte außerdem nachweisen, daß die Herzen solcher fiebernder 
Tiere, die ihrer Schilddrüse beraubt wurden, während der Wärme- 
stichhyperthermie nicht mehr Zucker verbrauchten, als die Herzen 
fieberfreier Tiere. Aus diesen Versuchen wurde der Schluß gezogen, 
„daß die erhöhte Wärmebildung während der Wärmestichhyperthermie 
nicht die Folge gesteigerter Innervation sein kann, daß vielmehr die 
Reizung des Nervensystems nur den Anstoß für die Steigerung der 
Oxydationen abgibt, diese selbst aber wahrscheinlich durch chemische 
Stoffe (Hormone) unterhalten wird“ (Mansfeld). 

Der Umstand, daß während mancher Infektionskrankheit bei ge- 
wissen Individuen ein Anschwellen der Schilddrüse beobachtet werden 
kann, macht es nicht unwahrscheinlich, daß dieses als ein Ausdruck 
der Reizung durch die fieberhafte Infektion zu deuten ist, auf welche 
die Schilddrüse mit Vergrößerung ihres Volumens und gesteigerter 
Tätigkeit antwortet. Vielleicht steht die Schilddrüsenreizung in einer 
gewissen Abhängigkeit von der Art des Infektionserregers, vermutlich 
spielen auch konstitutionelle Momente (Funktionszustand der Schild- 
drüse, Wechselbeziehungen der Drüsen mit innerer Sekretion) eine 
gewisse Rolle. Ob wir auch als Träger von Reizstoffen eiweißartige, 
im Fieber entstendene Körper (Albumosen durch toxischen Eiweiß- 
zerfall, Bakterieneiweißprodukte) ansehen, oder im Sinne der Versuche 
von Mansfeld und Löwi nur eine verstärkte Hormonbildung auf dem 
Wege des Nervensystems annehmen sollen, läßt sich schwer ent- 
scheiden. Bei der bekannten außerordentlichen Empfindlichkeit der 
Schilddrüse für erhöhte Eiweißzufuhr, speziell im Stadium der Hyper- 
sekretion (starke Steigerung des Gaswechsels nach reichlicher pero- 
raler Eiweißzufuhr), wäre eine direkte Reizwirkung der im Fieber 
entstandenen oder auch von parenteral zugeführten Eiweißsubstanzen, 
bzw. von deren Abbauprodukten nicht von der Hand zu weisen. So 
wäre es verständlich, daß dann, wenn zu wenig „Eiweißkörper‘‘ 
im Organismus zirkulieren, diese Schilddrüsenreizung ausbleiben muß. 
Es wäre denkbar, daß auch dann keine Schilddrüsenreizung nach- 
weislich wird, wenn die an sich gleich gebliebene, sonst von deutlich 
gesteigerter Schilddrüsentätigkeit gefolgte ‚Fiweißmenge‘“ auf eine 
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in Unterfunktion sich befindliche Drüse einwirkt, so daß die Reiz- 
schwelle nicht erreicht wird!). (Diesbezügliche Untersuchungen sollen 
folgen.) Die Wichtigkeit des Schilddrüsenhormons bei der Bildung 
von Antikörpern soll hier nicht unerwähnt bleiben. (Entgiftungs- 
theorie.) Es lassen sich wohl auch Versuche von Krehl und Soetbeer ?). 
welche am Kaltblüter die Wirkungen einer Infektion festzustellen 
suchten, auf dem Boden einer ähnlichen Auffassung verwerten. Sie 
fanden bei ihren Untersuchungen nach einer künstlichen Infektion 
am Kaltblüter die Oxydationsprozesse gesteigert, wobei natürlich eine 
Erhöhung der Körpertemperatur nicht eingetreten war. Es mußte 
demnach diese Erhöhung des Gaswechsels durch die Infektion (Toxine 
oder Eiweißkörper) bedingt sein. 

Daß das Stadium gesteigerter Schilddrüsentätigkeit von einem 
erhöhten Energieumsatz begleitet ist, ist eine wohl kaum umstrittene 
Frage, insbesondere die zahlreichen diesbezüglichen Untersuchungen 
über welche die amerikanische und die englische Literatur der letzten 
Jahre berichtet, und speziell die Erfahrungen der Schilddrüsentherapie 
bei Myxödem und Kretinismus [deutliches Ansteigen des abnorm 
niedrigen Gaswechsels, beim Myxödem Magnus-Levy°?)], beweisen, 
daß die Hypersekretion und Hyperfunktion der Schilddrüse einen 
erhöhten Energieumsatz hervorruft. Vielleicht können wir auf Grund 
unserer Erwägungen und der mitgeteilten Versuche, die bei gewissen 
Infektionen und nach parenteraler Eiweißzufuhr beobachtete Steige- 
rung der Oxydationsvorgänge zum Teil auch als Folgezustand einer 
Schilddrüsenreizung betrachten. Dem Fieber wäre allein ein für die 
erhöhte Schilddrüsentätigkeit ursächlicher Einfluß beizumessen (via 
Nervensystem, Schilddrüse als Erfolgsorgan), falls die Eiweißkörper 
nicht direkt bei der Schilddrüsenreizung mitbeteiligt sind. Es dürften 
der Schilddrüse, als einem Gliedo in der Kette der Drüsen mit 
innerer Sekretion, bestimmte Aufgaben bei fieberhaften Prozessen zu- 
fallen. Der erhöhten Schilddrüsentätigkeit wäre nicht eine exquisite 
dominierende Stellung in der Proteinkörpertherapie zuzuweisen, hin- 
gegen diese als Teilerscheinung der omnizellulären Wirkung der Protein- 
körper, welche das Protoplasma aller Zellen in bestimmtem Sinne 
beeinflußt, aufzufassen. (Tierexperimentelle Untersuchungen sind dem 
Studium dieser Frage vorbehalten.) 


1) Nach Wagner-Jauregg, Lehrb. d. Organother. 1914, S. 114 hängt die 
Wirkung der Zufuhr von Schilddrüsensubstanzen auf das Normaltier von 
der Beschaffenheit der Schilddrüse des Versuchstieres ab. Bei manchen 
tritt eine Steigerung der Schilddrüsenfunktion ein, bei manchen nicht. 
(Verschiedener Funktionszustand der Schilddrüse beim Normaltier.) 

2) Krehl und Soetbeer, Arch. f. exper. Pathol. 40, 275. 

3) Marqnus-Levy in v. Noordens Handb. d. Physiol. u. Pathol. des 
Stoffwechsels. 


Untersuchungen über den Alkaligehalt von Blut und Liquor nebst 
Angaben über eine neue Methode der Natriumbestimmung. 


Von 
M. Richter-Quittner. 


(Aus der III. medizinischen Abteilung und dem chemischen Laboratorium 
des Kaiserin Elisabethspitals in Wien.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 


Die Hauptmasse aller lebenden Substanz und somit auch die des 
Blutes ist das Wasser. Auf Grund zahlreicher Erfahrungen können 
wir heute annehmen, daß dem Wasser des Blutes zwei verschiedene 
Funktionen im Stoffwechsel zukommen: es ist Lösungs- und es ist 
Quellungsmittel. Die Beziehungen des Blutwassers in seiner Eigen- 
schaft als Quellungswasser und als Lösungswasser zu den Zellen und 
Geweben des Körpers hängen naturgemäß in aller erster Linie von 
seinem Gehalt an Salzen ab. Der normale Verlauf der für das Leben 
des Organismus wichtigen Funktionen ist an einen normalen Quellungs- 
zustand der Blut- und Gewebskolloide geknüpft. Der Quellungszustand 
eines Dispersoides wird aber bekanntlich von Salzen weitgehend 
beeinflußt, und zwar sowohl nach Quantität als auch nach Qualität. 
Jeder quellungsfähige Körper quillt in einer Salzlösung anders als 
in reinem Wasser. Dauer und Intensität der Quellung ist von der 
Natur des Salzes resp. dessen Ionen abhängig. Während z. B. alle 
Natronsalze die Quellung eines Dispersoides vergrößern, haben Kali- 
salze den entgegengesetzten Einfluß. Für diese Tatsachen wurden 
in neuester Zeit von Blum, Heubner, Spiro und in unserem Labora- 
torium von Högler und Daniel und mir experimentelle Beweise bei- 
gebracht. 

Die hervorragende Rolle, welche die Salze im Wasserstoffwechsel 
spielen, macht sich aber nicht nur im Quellungs-, sondern auch im 
Lösungsgleichgewicht geltend. Die Beziehungen der Mineralkonzen- 
tration zum Lösungswasser finden ihren rationellsten Ausdruck in dem 
osmotischen Druck. Die Gesetze der Kolloidchemie lehren uns, daß 
zwischen osmotischem Druck und Quellungsdruck mathematische Be- 
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ziehungen bestehen. Nimmt der Quellungsdruck zu, so muß der 
osmotische Druck abnehmen und umgekehrt, damit der Gleichgewichts- 
zustand aufrecht erhalten wird. Der Organismus verfügt daher über 
sehr feine Regulierungsvorrichtungen, um seinen Quellungsdruck 
einerseits, seinen osmotischen Druck andererseits konstant zu er- 
halten. Änderungen in dem qualitativen und quantitativen Gehalt an 
Mineralbestandteilen muß daher zu Änderungen des Wassergehaltes, 
zu einer Änderung des Quellungsdruckes und des osmotischen Druckes 
führen. Daraus ergibt sich, daß zwischen Wasser und Mineralgehalt 
enge Beziehungen bestehen. Das Studium der Wasserverschiebungen 
im Körper, ebenso wie das des Flüssigkeitsaustausches zwischen Blut 
und Gewebe ist daher eng mit dem des Mineralstoffwechsels ver- 
knüpft. Umgekehrt werden Untersuchungen über den Mineralgehalt 
des Blutes nur dann richtig gedeutet werden können, wenn die 
Konzentrationsverhältnisse und der Quellungszustand von Plasma und 
Blutkörperchen Berücksichtigung findet. 

Aber noch andere wichtige Erkenntnisse dürfen wir nicht außer 
acht lassen. Bekanntlich teilt man die analytische Chemie nach den 
Reaktionen der Kationen in fünf Gruppen ein. Die Kationen einer 
Gruppe zeigen untereinander gewisse Ähnlichkeiten (Gruppenreak- 
tionen), während sie sich von Kationen anderer Gruppen in ihren 
Reaktionen typisch unterscheiden. Ebenso wie die analytischen 
Reaktionen sind auch die biologischen Reaktionen der Salze Lonen- 
reaktionen. Es ist daher zu erwarten, daß die biologischen Ionen- 
reaktionen der Salze ähnliche Gesetzmäßigkeiten erkennen lassen 
werden, wie sie uns in der analytischen Chemie so geläufig sind. 
Wir wissen z. B., daß in der analytischen Chemie Natrium- und 
Kaliumionen weitgehend substituierbar sind. Es ist bei den meisten 
analytischen Operationen vollkommen gleichgültig, ob wir Natron- 
oder Kalilauge, NaCl oder KCl verwenden. Ganz analog finden wir, 
daß im Organismus das Natrium durch das Kalium substituiert 
werden kann und umgekehrt. In Übereinstimmung mit Blum 
konnten wir zeigen, daß perorale Zufuhr eines Kalisalzes eine 
Abnahme des Natrongehaltes des Blutes bewirkt und umgekehrt 
(über derartige Versuche werden wir später an anderer Stelle be- 
richten). Diese Beispiele sollen zeigen, daß es bei einem erfolgreichen 
Studium des Mineralstoffwechsels vor allem darauf ankommt, ein- 
gedenk der innigen Wechselbeziehungen zwischen Kationen und 
Anionen, immer möglichst alle Mineralbestandteile mit in den Kreis 
der Beobachtungen zu ziehen 

Obwohl dem Mineralstoffwechsel sowohl von Physiologen und 
Biologen als auch von Klinikern reges Interesse entgegengebracht 
wurde, sind unsere Kenntnisse über den Mineralgehalt des Blutes 
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und anderer Körperflüssigkeiten heute noch außerordentlich lücken- 
haft. Über den Chlorgehalt organischer Körperflüssigkeiten liegen zwar 
zahlreiche Untersuchungen vor, doch sind die Ergebnisse dieser Ar- 
beiten leider sehr widersprechend. 

Während der Chlorgehalt von Plasma und Serum von allen Unter 
suchern ziemlich konstant gefunden wird, weisen die Angaben über 
den Chlorgehalt des Gesamtblutes und somit des der Blutkörperchen 
große Unstimmigkeiten auf. Nach den Untersuchungen des hiesigen 
Laboratoriums sind die Chlorwerte des Gesamtblutes bedeutend tiefer 
als die des dazugehörigen Plasmas oder Serums, die Blutkörperchen 
enthalten normalerweise kein Chlor. Diese von Falta und mir vor 
drei Jahren gefundene Tatsache konnte in unserem Laboratorium 
immer wieder bestätigt werden (Muresanu und Dische), während alle 
anderen Autoren nicht unbeträchtliche Mengen Chlor in den Blut- 
körperchen finden. Eine Erklärung für diese Verschiedenheit der 
Befunde des hiesigen und anderer Laboratorien dürfte in Unstimmig- 
keiten der Methodik liegen. Weit besser stimmen die Angaben der 
Literatur über den Kalkgehalt des Blutes überein. Es ist bekannt, 
daß der Kalkgehalt des Blutes unter normalen Verhältnissen sehr 
konstant ist, daß perorale Calciumzufuhr den Kalkgehalt des Blutes 
erhöhen, und daß bei gewissen Erkrankungen eine bedeutende Er- 
höhung des Blutkalkspiegels zu beobachten ist. 

Über den Natrium- und Kaliumgehalt des Blutes liegen hingegen 
nur ganz vereinzelte Arbeiten vor, und auch bei diesen wenigen 
Untersuchungen erscheint es zweifelhaft, ob mit einer technisch ein- 
wandfreien Methode gearbeitet wurde. Auch über den Gehalt des 
Blutes an Carbonaten und anorganischen Phosphaten, sowie Mag- 
nesium wissen wir heute nicht viel Sicheres. Allen bisherigen Unter- 
suchungen über Mineralbestandteile des Blutes haftet überdies ein 
gemeinsamer Fehler an. Alle derartigen Arbeiten beschäftigen sich 
ausschließlich mit der Bestimmung der Salze, während doch gerade 
den /onen ein ganz besonderes biologisches und klinisches Interesse 
zukommen dürfte. 

Da wir heute mit Ausnahme der Calciumionenbestimmung von 
Brinkman über keine einzige Ionenmeßmethode verfügen, kann das 
Studium über den Mineralstoffwechsel gegenwärtig nach dieser Richtung 
hin noch nicht ausgebaut werden. 

Ich bin mir vollkommen bewußt, daß meine eigenen Unter- 
suchungen über den Natrium- und Kaliumgehalt des Blutes, die sich 
über mehr als drei Jahre erstrecken, noch sehr lückenhaft sind und 
mannigfaltiger Ergänzungen bedürfen; ich habe mich trotzdem ent- 
schlossen, mein Zahlenmaterial teilweise jetzt mitzuteilen, da ich hoffe, 
damit Anregung zu weiterer Untersuchung und Nachprüfung zu geben. 
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I. Methodik. 
Bis vor kurzem war keine einzige Methode der Natriumbestimmung 


bekannt. 

Das Natrium konnte nur auf indirektem Wege ermittelt werden, indem 
man aus der zu untersuchenden Lösung sowohl Natrium als Kalium in Form 
der Chloride abschied, das Kalium als Chloroplatinat oder Perchlorat 
bestimmte und aus den so erhaltenen Zahlen das Natrium berechnete. 

Dieses bisher geübte Verfahren liefert für Kaliumbestimmungen sehr 
gute Resultate, ist aber für die Natriumbestimmung aus folgenden Gründen 
ungeeignet. 

l. Haben alle bisherigen Untersucher das Blut zwecks Zerstörung des 
organischen Materials verascht. Ich habe in einer früheren Mitteilung auf 
die Mängel und Schwierigkeiten der Veraschungsmethoden hingewiesen, 
die ihre Anwendung in der Blutchemie nicht sehr zweckmäßig erscheinen 
lassen. Vor kurzem ist eine Arbeit von Weitzel erschienen, die sich mit den 
Veraschungsmethoden für die Bestimmung des Chlors in organischen 
Flüssigkeiten beschäftigt. Er kommt zu den gleichen Resultaten wie ich, 
daß die trockene Veraschung ein außerordentlich subtiles Verfahren dar- 
stellt, das in den seltensten Fällen zu brauchbaren Resultaten führt. 

Dabei ist zu bedenken, daß die trockene Veraschung besonders für 
Natriumbestimmungen große Schwierigkeiten bereitet, da man hier nicht 
wie bei der Chlorbestimmung Soda oder Alkalien zusetzen kann. Wer 
große Übung und Erfahrung auf diesem Gebiete besitzt, kann auch mit der 
trockenen Veraschung brauchbare Resultate erhalten, doch erfordert eine 
derartige Untersuchung immer sehr viel Geduld und ist technisch außer- 
ordentlich schwierig. 

2. Ferner hat die Berechnung des Natriumgehaltes den großen Nach- 
teil, daß sich der ganze Analysenfehler, der bei den zahlreichen Manipu- 
lationen unter Umständen nicht unbedeutend sein kann, auf das Natrium 
errechnet, so daß man mit dieser Methode bisweilen vollkommen unbrauch- 
bare Resultate erhält. 

In Würdigung dieser Umstände waren Chemiker und Biologen schon 
seit langem bestrekt, eine direkte Methode der Natriumbestimmung zu 
finden. In neuester Zeit haben Doisy, Bell und Kramer derartige Methoden 
angegeben, doch ist es mir weder in Salzlösungen noch im Blute gelungen, 
nach den Vorschriften dieser Autoren brauchbare Resultate zu erhalten. 
Doisy und Bell fällen das Natrium als schwerlösliches komplexes Natrium- 
Cäsium-Wismutnitrit, Kramer fällt das Natrium als Nstriumpyroantimonat, 
ohne aber vorher die anderen in der Aschelösung vorhandenen Kationen 
und Anionen, welche die Reaktion zwischen Natrium und Kalium- 
pyroantimonat störend beeinflussen, zu entfernen. 


Ich habe gleichzeitig und unabhängig von Kramer eine Methode 
der direkten Bestimmung des Natriums als Natriumpyroantimonat aus- 
gearbeitet, mit welcher ich seit zwei Jahren arbeite. Ich habe mich 
bei der Durchführung dieser Methode genau an die Vorschriften der 
analytischen Chemie gehalten. 


Ausführung der Natriumbestimmung. 
An Stelle der Veraschung verwende ich für Natriumbestimmung 
die Ultrafiltrationsmethode, die ich in einer anderen Mitteilung be- 
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schrieben habe. Versuche der Tabelle II zeigen, daß die Veraschungs- 
und Ultrafiltrationsmethode vollkommen übereinstimmen, das heißt 
mit anderen Worten, daß das ganze im Blute kreisende Natrium 
frei gelöst ist und nicht an Eiweiß gebunden. Durch Anwendung der 
Ultrafiltrationsmethode vereinfacht sich die Natriumbestimmung 
selbstredend bedeutend. Man erspart mehrere Tage Zeit und schließt 
zahlreiche Fehlerquellen aus. Im ultrafiltrierten Blut, Plasma oder 
Serum wird der Phosphor und das Calcium abgeschieden und schließlich 
das Natrium mit Kaliumpyroantimonat gefällt und als Natrium- 
pyroantimonat gewogen.- 

Die Bestimmung gestaltet sich nun folgendermaßen: Beem Blut, 
Plasma oder Serum werden mit destilliertem Wasser auf 100ccm 
verdünnt und im Apparat von Zsigmondy-Haen ultrafiltriert. Sollte 
das Filtrat nicht vollkommen klar und eiweißfrei sein, so muß ein 
zweites, eventuell drittes Mal filtriert werden. Man wäscht den 
Filterrückstand mit 30ccm destillierttem Wasser aus und dampft 
Filtrat und Waschwasser in einer Platinschale auf ein Volumen von 
etwa lOccm ein. Es ist unbedingt notwendig, für Bestimmung der 
Alkalien Platingeräte zu verwenden, da bekanntlich selbst gebrauchte 
Jenenser Glasgeräte etwas Alkali abgeben. Das eingeengte Filtrat 
wird mit Ammoniak gerade alkalisch gemacht und mit Essigsäure 
und 5 proz. Eisenchloridlösung die Phosphorsäure als essigsaures Eisen- 
phosphat in der gewöhnlichen Weise abgeschieden. Man filtriert heiß 
und wäscht mit wenig warmem Wasser nach. Das Filtrat wird zum 
Sieden erhitzt und in der Siedehitze mit einer gesättigten chemisch 
reinen heißen Lösung von Ammonoxalat das Kalium ausgefällt. Man 
läßt etwa 12 Stunden absetzen und filtriert vom ausgefällten 
Calciumoxalat ab. 

Das Filtrat wird zur Trockne eingedampft und durch gelindes 
Glühen die Ammonsalze verjagt. Man läßt erkalten, nimmt mit 
Wasser auf und macht mit einer 10 proz. KOH schwach alkalisch. Man 
fügt 15ccm einer Kaliumpyroantimonatlösung und ein Fünftel des 
Gesamtvolumens an 95 proz. Alkohol hinzu. Es entsteht sofort ein 
Niederschlag, den man zwei Stunden absetzen läßt. Dann wird durch 
einen bei 110° getrockneten Goochtiegel filtriert, viermal mit je 3 cem 
eines 30 proz. Alkohols ausgewaschen, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und als Na,H,Sb,O.- gewogen. 11,98mg Na,H,Sb,O, 
entsprechen Img Natrium. 

Die Kaliumpyroantimonatlösung wird folgendermaßen bereitet. 
500 cem destilliertes Wasser werden zum Sieden erhitzt. Man fügt ` 
10g chemisch reinstes Kaliumpyroantimonat hinzu und läßt zwei bis 
drei Minuten kochen. Nun wird rasch abgekühlt und 15ccm einer 
lOproz. chemisch reinen KOH hinzugefügt. Man läßt 24 Stunden 


422 M. Richter- Quittner: 


stehen und filtriert durch ein Weißbandfilter in eine paraffinierte 
Flasche. 10ccm dieser Lösung fällen 10 mg Natrium. 

Diese Methode liefert, wie auch Versuche der Tabelle I zeigen, 
sehr gute Resultate. Die Methode hat nur den einen Nachteil, daß 
natriumfreie Reagenzien sehr schwor erhältlich und daher sehr kost- 
spielig sind. Diese Methode läßt sich als gravimetrische Methode 
nicht zur Mikromethode ausgestalten. Ich konnte mit weniger als 
5cem keine brauchbaren Werte erhalten. 


Tabelle I. Vergleich der Veraschungs- und Ultrafiltrationsmet hode 
bei der Natriumbestimmung. 





i g Na in 100 ccm 
Datum Name Diaynose . Bezeichnung Vers | Ultra 





ER 
aschung ` filtration | ı Differenz 


1.1921 Chlis.  Nephritis Gesamtblut 0.170 | ech? = 


2 V 
10. VI. 1921 Sell Adipositas Serum 0,430 ` 0,430  — 
15. VI. 1921 Rufi Leukämie Serum 0.459 ‚ 0,468 | 0.009 
-= i 7 x 0,560 0, 556 E f 

7. VII. 1921 Rob. Normal Serum 0'560 | 0,356 |; 0.004 
‘ v Il d Trabes 0.202 Fer SW 
20. VIL. 1921 Jakob S. | Adel, | Gesamtblut 0202] 0.200 0.0 


Tabelle II. Natrium- und Kaliumbestimmungen in reinen Lösungen. 
Wässerige Lösung von 0,3672g NaCl und 0,0847g KO in 100 cem. 





Methode Eigene Methode Berechnet 


Schlösing und Wense 
Na K Na K Oë Na K 
l. | 0,1329 0.0568 0,1426 0,0460 0,1447 0.0442 
ll. 0.1400 0.0496 0.1440 0.0465 0.1447 0.0442 
III. 0.1411 0.490 0,1450 0,0450 0.1447 0.0442 


Die Bestimmung des Kaliums erfolgte nach der Methode ven 
Kramer. Für das Gesamtkalium wird das Blut, wie ineiner früheren 
Mitteilung angegeben wurde, verascht, für die Bestimmung des freien 
Kaliums ultrafiltriertt. Das Blutkörperchenvolumen wurde wie ge- 
wöhnlich mit dem Hämatokriten bestimmt, der Wassergehalt mittels 
Trockenrückstandsbestimmungen, wie in einer früheren Arbeit von 
mir ausführlich angegeben wurde. Die Bestimmung der Chloride 
erfolgte nach der altbewährten Methode von Koranyi unter Be- 
rücksichtigung der von Dische betonten Kautelen. Der Wasser- und 
Mineralgehalt der Blutkörperchen wurde nach dem in früheren Ar- 
beiten geübten Verfahren indirekt ermittelt. Es wurden die Be- 
stimmungen im Gesamtblut und Serum durchgeführt und mit Hilfe 
dieser Zahlen und dem Wert des Blutkörperchenvolumens die chemische 
Zusammensetzung der Blutkörperchen berechnet. 


Alkaligehalt von Blut und Liquor nebst neuer Na-Bestimmung. 423 


Die Blutentnahme erfolgte immer früh nüchtern bei vollkommener 
Bettruhe. Zwecks Ungerinnbarmachung des Blutes wurde bei einem 
Teil der Versuche Hirudin verwendet, bei den übrigen Versuchen 
wurde das Blut durch Schütteln mit Glasperlen defibriniert. 


II. Über die Art des Vorkommens der Alkalien im Blute. 


Auf Grund theoretischer Überlegungen müssen wir heute an- 
nohmen, daß das Natrium in Form von NaCl und NaHCO, in voll- 
kommen ionisierter Form im Blute vorhanden ist. Kolloidale Natrium- 
oder Chlorverbindungen sind den Chemikern nicht bekannt. Da alle 
Natronsalze in verdünnten Lösungen vollkommen ionisiert sind, 
müssen wir annehmen, daß wir im Blute nur Natriumionen finden, 
und daß daher eine Bestimmung des Gesamtnatriums mit der Be- 
stimmung der Natriumionen identisch ist. Aus Versuchen der Tabelle II 
geht hervor, daß tatsächlich die Veraschungs- und Ultrafiltrations- 
methode für Natriumbestimmungen die gleichen Resultate ergibt. 
Für die Bildungsverhältnisse des Chlors im Blute dürften analoge 
Verhältnisse bestehen, hingegen ist sicherlich ein Teil des im Blute 
befindlichen Kaliums kolloidal gebunden. 


HI. Der Einfluß der CO, auf den Natriumgehalt der Blutkörperchen. 


van Crefeld hat vor einiger Zeit Versuche veröffentlicht, welche 
den Beweis erbringen sollten, daß das Entweichen der Kohlensäure 
aus dem Aderlaßblute ein Austreten vonChlor aus den Blutkörperchen 
in das Plasma zur Folge haben soll. Crefeld nimmt an, daß die 
Blutkörperchen des strömenden Blutes Chlor enthalten, sobald aber 
ein Teil der Kohlensäure beim Stehenlassen des Blutes extra corpus 
entweicht, soll angeblich eine Chlorverschiebung zwischen Plasma 
und Blutkörperchen statthaben, in dem Sinne, daß die ganzen 
Choride der Blutkörperchen quantitativ aus den Blutkörperchen in 
das Plasma wandern. Diese Vorstellung hatte zwar von vornherein 
nicht viel Wahrscheinlichkeit für sich, doch wurden wegen der 
Wichtigkeit dieser Fragen die Versuchsanordnung von Crefeld und 
von Dr. Dische in unserem Laboratorium nachgeprüft. Es zeigte 
sich, wie nicht anders zu erwarten war, daß das Entweichen der 
Kohlensäure ohne Einfluß auf den Chlorgehalt der Blutkörperchen 
ist. Ich habe nun dieselbe Technik wie Crefeld und Dische ver- 
wendet, um mich zu überzeugen, ob das Entweichen der Kohlensäure 
einen Einfluß auf den Natriumgehalt der Blutkörperchen hat. 

Die Resultate meiner Versuche sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. Um das Entweichen der Kohlensäure zu vermeiden, wurde 
das Blut unter Paraffinöl aufgefangen und zwecks Plasmagewinnung 
sofort zentrifugiert. Die Versuche zeigen in Übereinstimmung mit 
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der Arbeit von Dr. Dische, daß die chemische Zusammensetzung des 
Blutes vollkommen unverändert bleibt, auch wenn keine Vorsichts- 
maßregeln angewendet werden, um das Entweichen der Kohlensäure 
aus dem Blute zu verhindern. 


IV. Über den Einfluß der venösen Stauung auf den Mineralgehalt des Blutes. 

Böhme konnte in sehr schönen Versuchen zeigen, daß die venöse 
Stauung die Konzentration des Blutes deutlich verändern kann, und 
konnte in der Mehrzahl der Fälle eine Abnahme des Eiweißgehaltes 
des Serums unter dem Einfluß der venösen Stauung feststellen. 
Aiello fand in Bestätigung der Versuche von Böhme eine Zunahme 
des Trockenrückstandes und eine Abnahme daher des Wassergehaltes 
des Gesamtblutes unter dem Einfluß der venösen Stauung, die sich 
besonders deutlich in dem Wassergehalt der Blutkörperchen ausdrückt. 
Es war daher zu erwarten, daß diese Veränderungen des Quellungs- 
zustandes der Blutkörperchen auch mit Änderungen im Mineralgehalt 
der Blutkörperchen einhergehen werden. Eigene Versuche, die ich 
in Tabelle IV zusammengestellt habe, bestätigen diese Vermutung. 
Die Versuche zeigen sehr deutlich, daß unter dem Einfluß der venösen 
Stauung eine Entquellung der Blutkörperchen statthat. Mit dem 
Austreten von Wasser aus den Blutkörperchen ist auch, wie ja nicht 
anders möglich, ein Austreten von Mineralbestandteilen verbunden. 
Die Gesamtasche und der Kaliumgehalt des Gesamtblutes und der 
Blutkörperchen ist im arteriellen Blute und im venösen Blute, das 
ohne Stauung gewonnen wurde, höher als im venösen Stauungsblut, 
während der Natriumgehalt vollkommen unverändert bleibt. Der 
Wasser- und Mineralgehalt des arteriellen und venösen Stauungs- 
serum ist aber ziemlich identisch, so daß der Schluß berechtigt er- 
scheint, daß das Wasser und die Salze unter dem Einfluß der venösen 
Stauung zunächst wohl aus den Blutkörperchen in das Plasma 
wandern, von hier aber sehr schnell in die Gewebe übertreten. Wir 
können auch hier wieder den feinen Regulierungsmechanismus beob- 
achten, der zu verhindern trachtet, daß der osmotische Druck und 
Quellungsdruck im Plasma zu groß wird. 

Aus den hier mitgeteilten Beobachtungen ergibt sich die praktische 
Konsequenz, daß für Wasser-, Asche- und Kaliumbestimmungen das 
Blut ohne Stauung gewonnen werden muß. 

V. Über den Alkaligehalt des menschlichen Blutes unter physiologischen 
und pathologischen Verhältnissen. 

Über den Alkaligehalt des Blutes liegen nur ganz vereinzelte 
Beobachtungen in der Literatur vor. 


Als erster hat sich Abderhalden mit derartigen Untersuchungen eın- 
gehend befaßt und nach der Methode von Schlösing und Wense Natrium- 
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Tabelle V. Untersuchungen über den Alkalıgel.i- 
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Sat en ` Franz?) © Normal 130 SS e 0. Dën: 
5.11.1920 | Pisol || Normal ` ie wën ois ESCHER 
4. V.1922 | Dr.K. | Normal _ ged vm 0,048 11.50 0.218 
ven Ponen Í mn | 180 8.2. am aas 
24. V. 1922! Palicak ,  Ischias 150 ee EL en E e? 
15. VI.1922 Dr. Müller C Normaal N ni Da 0,090 vo IEIMGA 
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440, 79,56 0.200 | 0,095 ‚0.045 
21.VI1. 1921 M. Normal ‚500 79 39l 0,180 — wm — 


und Kaliumbestimmungen im Tierblute ausgeführt. Er findet in den Blut- 
körperchen des Pferdes und Schweines kein Natrium und etwa 50 mg 
Kalium, während die Blutkörperchen des Rindes nach seinen Unter- 
suchungen regelmäßig viel Natrium enthalten (bis zu 400 mg in 100 ccm 
Blutkörperchen). Auffallend sind auch die Befunde Abderhaldens bezüglich 
des Kaligehaltes. Während der Kaliumgehalt des Rindes etwa 40 mg be- 
trägt (sowohl im Gesamtblut als auch im Serum), findet Abderhalden bein 
Schwein und Pferd die vier- bis fünffach so großen Kaliummengen im 
({esamtblut und Serum. Es erscheint mir im höchsten Grade unwahr- 
scheinlich, daß der Mineralgehalt des Blutes verschiedener Tiergattungen 
so große Differenzen aufweisen sollte. Nachprüfungen in dieser Richtung 
wären daher sehr erwünscht. Bunge findet im Gesamtblut ungefähr gleiche 
Mengen von Chlor und Natrium, hingegen nur 15 mg Kalium. In neuester 
Zeit haben sich nun Blum und sein Mitarbeiter und Myers und Short mit dem 


1) Das Blut wurde von Dr. Häyler mittels arterieller Punktion ohne 
Stauung gewonnen. 
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des Blutes unter physiologischen Verhältnissen. 
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an e See EE 
| Na |Ges.K | Freies | Ges, Ca Chlor HO | Na | Ges.K | | Chlor 
| re = — 7 — ne | Ze er hya 
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| 0,379 | 66,74 — SS | en D 
SC EE 
| 
| | 
0,375 ! | 
sa Ze vie" En 
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0,376 | 2 
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ECH | 67,10 0,007 ` 0,026 | 0,024 | — 
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E 0,004 | 0,099 | 0,057 | 0,015 
? i i | 
| | | | 
| Gë 65,80 — | 0,090 | 0,00 | — 
| | 
= | 66,15 | 0,007 : 0,077 | 0,043 | — 
0,438 | 
s T, EN Wes ! 0) 
0.138 | 67,56 | 0,026 ` 0,02 





Alkaligehalt des Blutes befaßt. Blum und seine Mitarbeiter finden nach 
der Perchloratmethode von Schlösing und Wense im Gesamtblut 0,280 bis 
0,330 g Natrium und 0,020 bis 0,030 g Kalium in 100 ccm Blut oder Serum. 
Sie finden also eine ziemlich gleichmäßige Verteilung von Natrium und 
Kalium auf Plasma und Blutkörperchen. Myers und Short geben nur wenige 
Zahlen für den Kaliumgehalt des Blutes an. 


Meine eigenen, leider nicht sehr zahlreichen Versuche befinden 
sich in Tabelle V und VI. Die Versuche an 16 gesunden Menschen 
zeigen, daß sowohl der Natrium- als auch der Kaliumgehalt von Ge- 
samtblut und Serum ziemlich konstant ist. Der Natriumgehalt des 
Gesamtblutes schwankt um 0,200 g°/, und ist nur in einem Falle 
von leichter Adipositas ungewöhnlich tief (0,150 g °/,), in zwei Fällen 
auffallend hoch (über 0,300 g DA), Der Natriumgehalt des Serums 
liegt nach meinen Beobachtungen zwischen 0,290 und 0,59. Auch 
hier fallen die drei erwähnten Fälle aus der Reihe. Die Blutkörperchen 
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Tabelle VI. Untersuchungen über den Alkaligehalt des 
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| Gesamtblut 
Datum Name Diagnose Se | Frei 
| ° HMO Na | Ges. K O Chor 
| | St 
| 474 | 73,84 | 0.222 0,294 | 0.21? 
14.V1T. 1920 M. Apoplexie 470 | 73,84 0,222 | 0,290: T 02 
; Lysol- 1364 | 0.245 0,147 | 0.208 
9.111.1920 Helene N. vergiftung 366 T 10.350140) — |02% 
Bronchitis 0.168 | 
16.1V. 1920 Karl To. Ulcus — — 0'178 — — 
ventriculi aj | 
RE ne ER 0,286 `. eg u 
10. VI. 1921 Milan Wu. Epilepsie 35.0 — |0290 mr — 02 
i : R 40.0 82,47 | 0,324 | E 
3. XI. 1921 Rich. Eklampsie 40.0 2:54 | 0.324 | — 0218 
; : Vaskul. 45,6 ə gn | 0.267 ! 0.060 0.026 : 0.242 
18. VI. 1921 Wess. Hypertonie 450 8260 | 0.274 0.060 0.026 0.29 
. Diabetes EE | 
20. IX. 1921 Pr.  mell.vaskul. $40 Zu — 006 — ow 
| Hypertonie u KC ` | 
y e Vaskul. 50,0 : 0,194 | 0,205 0.210 
ie Mil. Hypertonie 500 | ”” | 0,189 | 0,200 0.0210 
| | 
RE UE p 44,0 83.54 | 0,294 | na. 0.302 
15.11.1922 Julie E ` Nephrosis 440 83,89 | 0,284 | 0,056 OT van 
a . 350 83,42 e | 0,2835 
9. I. 1922 Antonie W. Nephrosis ` au g314| 030: —  — Dt 
ge Nephritis 46,4 83.98 | 0,200 : | ‚0.258 
102 EE chronica 46.0 83,64: 0,211; — A 
a - Nephritis 46.4 0.324 S SH 
5. IX. 1921 Kr. e 46.0 — 10324 0,100 0.050 0.233 


Nephritis 45,0 81,54 | 0,256 0,080 
Aorteninsuff. 45,0 81,23 | 0,256 0,080 


Die Besprechung dieser Resultate soll von klinischer Seite später erfolgen. 


13. IX. 1921 Gr3. 


enthalten unter normalen Verhältnissen kein Natrium. Das Verhältnis 
von freiem zu gebundenem Kalium ist in allen Fällen ziemlich konstant. 
Gesamtblut, Plasma und Blutkörperchen enthalten ungefähr die gleichen 
Mengen von freiem und gebundenem Kalium. Das Kalium scheint sich 
ziemlich gleichmäßig auf Plasma und Blutkörperchen zu verteilen. 
Unter pathologischen Verhältnissen finden wir für das Natrium 
ebenso wie da für das Chlor im allgemeinen dieselben Zahlen, wie unter 
normalen Verhältnissen. Esfällt aber bei Betrachtung der Tabelle sofort 
auf den ersten Blick auf, daß sich unter pathologischen Verhältnissen 
nicht unbeträchtliche Mengen von Natrium in den Blutkörperchen finden. 
Auch hier sind wieder enge Beziehungen zwischen Wasser und 
Mineralstoffwechsel zu beobachten. Wir finden überall dort, wo 
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menschlichen Blutes unter pathologischen Verhältnissen. 
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Natrium in die Blutkörperchen eingedrungen ist, eine Quellung der 
Blutkörperchen. Es wäre nun natürlich sehr interessant, wenn es 
gelänge, den Nachweis zu erbringen, daß diese Vermehrung des Wasser- 
gehaltes der Blutkörperchen auf eine Vermehrung der Lösung oder 
des Quellwassers zurückgeführt werden kann. Beide Fälle wären 
theoretisch denkbar. Der Kaligehalt des Blutes kann bei ver- 
schiedenen Erkrankungen mitunter wesentlich über die Norm erhöht 
sein, wie Versuche der Tabelle VI zeigen. Über den Kaligehalt des 
Blutes bei Krankheiten liegen meines Wissens überhaupt noch gar 
keine Untersuchungen vor. Es hat den Anschein, daß dem Kalium 
ebenso wie dem Calcium eine besondere Rolle int Stoffwechsel 
zukommt. 
28 * 
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VI. Über den Alkaligehalt des Liquors. 

Gemeinsam mit Dr. Depisch habe ich im Laufe des letzten Jahres 
bei 153 Fällen den Mineralgehalt des menschlichen Liquor cerebro- 
spinalis unter physiologischen und pathologischen Bedingungen unter- 
sucht. Da diese Arbeit demnächst im Wiener Archiv für innere 
Medizin erscheinen wird, will ich mich hier nur ganz kurz fassen. 
Die Untersuchungen der Tabelle VII sind meines Wissens die einzigen, 
die über den Alkaligehalt des menschlichen Liquors vorliegen. (Einige 
wenige Zahlen der französischen Literatur ausgenommen, die mit 
unbrauchbaren Methoden gewonnen wurden.) Vergleichende Unter- 
suchungen über den Mineralgehalt von Plasma und Liquor haben 
ergeben, daß die osmotische Konzentration des Liquors höher als 
die des dazugehörigen Plasmas ist. Nichtsdestoweniger ist der Kalk- 
und Kaliumgehalt des Liquors niedriger als der des Plasmas. Die in 
der Tabelle VII angeführten Kaliwerte entsprechen ungefähr den für 


Tabelle VII. 
Untersuchung der Alkalien im menschlichen Liquor cerebrospinalis. 
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Datum Name | Diagnose a I | Na | K | Ca ' Chlor 

3. V. 1922 Ä Dr.K. Ä Normal E es s Aen 000 0.308 

14. V. 1922 | Dr. D. Normal IR CH 0,300 | 0,040 || Sëch GC 
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at ent, M. (ea Lu |0,256 ol 2,79 I 
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13.XIL.1921 K. E Se 0,580 0517 01082 \ 15,98 dee 





20.1.1922 Anna Z. Adipositas ` —0,60° | 0,294 | 0,048' 8,42 | 0.387 





; Lg 1 314] 0.303 
6. I. 1922 W _ Nephrose (ois), 0,295 0,095 | 328 0.303 
-40 
30.1.1922 | Fr. Hypertonie ee 500 | 0,050. 8,46 0,4848 
it E | ' l 





das freie Kalium im Serum gefundenen Werten (vgl. Tabelle V u. VI). 
Diese Befunde würden also eine Stütze der Auffassung von I. de Haan 
und Crefeld sein, die den Liquor als Ultrafiltrat des Plasmas ansehen. 
Die Natriumwerte des Liquors bewegen sich innerhalb derselben 
Grenze, wie die des Plasmas, die Chlorwerte sind im Liquor ausnahms- 
los höher als im Plasma oder Serum. 
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Zusammenfassung. 


l. Für die Natriumbestimmung des Blutes erscheint die Ver- 
aschungsmethode aus technischen Gründen ungeeignet. Es empfiehlt 
sich, an Stelle der Veraschung die Ultrafiltration des Blutes bzw. des 
Plasmas oder Serums vorzunehmen. 

2. Das ganze im Blute vorhandene Natrium kreist im Blute in 
freier Form. Kolloidale Natriumverbindungen konnten bisher nicht 
aufgefunden werden. 

3. Ein Teil des Blutkaliums Freist im Blute in kolloidaler Bindung. 

4. Das Entweichen der Kohlensäure aus dem Blute bei der 
Gewinnung von Plasma und Serum ist ohne Einfluß auf den Natrium- 
gehalt der Blutkörperchen. 

5. Durch den Einfluß der venösen Stauung kommt es zu einer 
Entquellung der roten Blutkörperchen. Mit dem Wasser treten gleich- 
zeitig Salze, vor allem Kalium aus den Blutkörperchen aus. Auf 
den Natriumgehalt der Blutkörperchen hat die venöse Stauung keinen 
Einfluß. 

6. Für die Bestimmung des Kaliums, der Asche und des Wassers 
ist es daher notwendig, das Blut ohne Stauung zu gewinnen. 

7. Unter physiologischen Verhältnissen enthalten die Blutkörperchen 
kein Natrium. 

8. Unter pathologischen Verhältnissen können bedeutende Mengen 
Natrium in die Blutkörperchen eindringen. 

9. Der Natriumgehalt des Liquors ist ungefähr ebenso groß wie 
der des Plasmas oder Serums, der Gehalt des Liquors an Gesamt- 
kalium ist bedeutend niedriger als der des Serums. 
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Über die Nomenklatur der autolytischen Enzyme. 


Von 
K. 6. Dernby. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des Schwedischen Staates 
zu Stockholm. Dr. C. Kling.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1922.) 


Im Jahre 1917 veröffentlichte ich in dieser Zeitschrift eine Arbeit 
über die proteolytischen Enzyme der Hefe und ihre Beziehung zur Autolyse, 
der im Jahre 1918 eine andere über die Autolyse tierischer Organe folgte. 
Ich schloß mich dem einerseits von Vines, andererseits von Hedin stammen- 
den Gedanken an, daß bei der Autolyse zwei verschiedene Arten von proteo- 
lytischen Enzymen wirksam sind. Vines braucht die Nomenklatur ‚Pep- 
tasen und Ereptasen‘‘, Hedin ‚e«- und ß-Proteasen“. In meiner Arbeit, 
wurde zum erstenmal die exakte Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration in das Studium der Autolyse eingeführt, und dabei ergab sich, 
daß bei der Autolyse von verschiedenen Mikroorganismen, wie tierischen 
Zellen, einerseits Enzyme nachgewiesen werden können, die in saurer 
Lösung wirksam sind und die Proteine nur teilweise abbauen, andererseits 
solche, die ein alkalisches Optimum hatten, native Proteine nicht gern, 
primäre Spaltprodukte, wie Peptone, dagegen bis zu Aminosäuren spalten. 
Die ersteren ähneln in ihrer Wirkungsweise dem Pepsin, die letzteren dem 
Trypsin. Daher brauchte ich die Nomenklatur ‚„Hefepepsin‘ und ‚Hefe- 
tryptase‘‘. Das wichtigste Ergebnis war, daß das Wirkungsoptimum der 
Autolyse in bezug auf die Wasserstoffionen zwischen demjenigen des pepsin- 
ähnlichen und demjenigen des trypsinähnlichen Enzyms lag. Auf Grund 
dieses Befundes stellte ich die Theorie auf, daß die Autolyse von diesen zwei 
Enzymgruppen zusammen bewirkt wird, und daß die Autolyse nur bei 
solchen Woasserstoffionenkonzentrationen vor sich gehen kann, die eine 
gleichzeitige Tätigkeit der genannten Enzymgruppen gestatten. 

Neuerdings hat ein amerikanischer Forscher, H. C. Bradley (1922), der 
über das Autolyseproblem viel gearbeitet hat, meine Versuche wiederholt 
und sie völlig bestätigt, wie früher der russische Forscher N. Iwanoff. 
Auch Morse und van der Heyde (1921) scheinen meine Anschauungsweise 
akzeptiert zu haben. Neulich hat Lundin (1922), augenscheinlich nach 
Muster meiner Hefenarbeit, die proteolytischen Enzyme und die Autolyse 
des Malzes untersucht und ist zu ganz analogem Resultat gekommen. 
Bradley aber kritisiert die von mir aufgestellte Theorie, besonders deshalb, 
weil die von mir gebrauchte Nomenklatur unrichtig sei. Er sagt: ‚„Derndy 
hat neuerdings die Theorie aufgestellt, daß die die Autolyse verursachenden 
Enzyme Mischungen von Pepsin, Trypsin und Erepsin sind.“ Und dann 


K. G. Dernby: Nomenklatur der autolytischen Enzyme. 433 


beweist er mit übrigens sehr gut angelegten Versuchen, daß die autolytischen 
Enzyme nicht mit den genannten identisch sind, eine überflüssige Mühe, 
da ich nie eine solche Vorstellung geäußert habe. 

Das Mißverständnis beruht darauf, daß ich die Enzyme ‚‚Hefe- 
pepsin‘‘ usw. genannt habe. Ich bin ganz einverstanden damit, daß diese 
Nomenklatur nicht ideal ist, aber damals schien sie als die einfachste und 
klarste; denn wie bekannt, herrscht eine große Verwirrung betreffs der 
Nomenklatur der proteolytischen Enzyme; ‚Proteasen, Pepsinasen, Pep- 
tasen, Trypsinasen, Tryptasen usw.‘ sind vorgeschlagen und gebraucht. 

Oppenheimer (1909) schlägt vor, die pepsinähnlichen Enzyme ‚Pep- 
sinasen‘‘ und die tryptischen „Peptasen‘ zu nennen, eine Nomenklatur, 
die jedoch nie allgemein angenommen worden ist. 

Bradley macht jetzt den Vorschlag, welchem ich ganz beistimme, 
daß man die pepsinähnlichen Enzyme ‚‚primäre Proteasen‘‘ und die trypsin- 
ähnlichen ‚sekundäre Proteasen‘‘ nennen soll. Wenn dies allgemein an- 
genommen würde, könnten vielerlei Mißverständnisse vermieden werden. 
Die von Iwanoff benutzten Namen ‚‚Proteasen‘“ und ‚Peptasen‘ sind nicht 
eindeutig und können zu Verwechslungen führen, was daran illustriert 
wird, daß Lundin die pepsinähnlichen Enzyme ‚‚Peptasen“ und die 
anderen ‚Tryptasen‘‘ nennt. 

Das Wort ‚‚Peptase‘“‘ sollte wegen aller leicht entstehenden Ver- 
wechslungen nie angewendet werden. 

Ich schlage daher vor, daß proteolytische Enzyme von Tier- oder 
Pflanzenzellen und von Mikroorganismen folgendermaßen klassifiziert 
werden. 
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(Pepsinasen) Nicht Peptone 
Sekund. Proteasen|| Denaturierte Aminosäuren Alkalische oder 
(Tryptasen) Eiweißstoffe und | oder Peptide | neutrale Reaktion 
Peptone 
Tertiäre Proteasen Peptide Aminosäuren Dasselbe 
(Ereptasen) il | | 


Daß aber diese Veränderungen in der Nomenklatur die von mir auf- 
gestellte Hypothese umstürzen sollte, ist unverständlich. Solange keine 
Hypothese, die den Zusammenhang zwischen proteolytischen Zellenenzymen, 
Autolyse und Wasserstoffionenkonzentration besser als die genannte 
erklärt, sehe ich keinen Grund, dieselbe aufzugeben. 
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Biol. u. Med. New York 19, 27, 1921. — C.Oppenheimer, „Die Fermente‘‘. 
Leipzig 1909. — S. H. Vines, Ann. of Botany. 17, 289, 1904; 28, 1, 1909. 


Untersuchungen 
über Physiologie und Pharmakologie des Purinhaushaltes. 


V. Mitteilung!). 


Über die Allantoinausscheidung von Kaninchen unter verschiedenen Ver- 
hältnissen und unter dem Einflusse von Giften. 


Nach Versuchsprotokollen von M. Yanagawa aus Tokio 


veröffentlicht von 


Emil Stransky. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universität in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1922.) 


Im Studienjahre 1913/14 hat Dr. Yanagawa die vorliegenden Ver- 
suche ausgeführt, deren Veröffentlichung durch seine plötzliche Abreise 
infolge Ausbruch des Weltkrieges bisher unterblieben ist. Ich glaube, 
daß er seine Ergebnisse in einem außerdeutschen Journal bereits ver- 
öffentlicht hat, wenigstens erinnere ich mich, ein Referat gelesen zu haben, 
welches aber leider nicht mehr auffindbar ist. Im Zuge der in unserem 
Institut weitergeführten systematischen Untersuchungen des Purin- 
haushaltes erscheint es angezeigt, diese Versuche Yanagawas auch dem 
deutschen Leserkreise zur Kenntnis zu bringen. W. Wiechouski. 


I. Zur Methode der Untersuchung des Purinhaushaltes bei Kaninchen. 


Die Allantoinbestimmungen wurden nach der von Handorsky 
veröffentlichten Titrationsmethode unter gleichzeitiger Kontrolle 
der N - Bestimmung des Allantoin - Quecksilberniederschlages nach 
Wiechowskis Fällungsmethode ausgeführt, wobei sich in Bestätigung 
von Handovskys Angaben eine befriedigende Übereinstimmung ergab. 
Da es bei länger dauernden Stoffwechselversuchen erwünscht sein 
könnte, den gesamten Harn größerer Perioden zu untersuchen, statt 
täglich Allantoinbestimmungen auszuführen, wurde die Haltbarkeit 
des Allantoins im Kaninchenharn in einer über 18 Tage sich er- 
streckenden Versuchsreihe untersucht. 


1) I. Mitteilung: Bass und Wiechousski, Wiener klin. Wochenschr. 
1912, Nr. 47; II. Mitteilung: Bass, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 76, 40, 
1914; III. Mitteilung: Handovsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 211, 
1914; IV. Mitteilung: Starkenstein, diese Zeitschr. 106, 139, 1920. 
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Ein durch Abdrücken mehrerer Kaninchen an einem Tage ge- 
sammelter Mischharn in der Gesamtmenge von 500 ccm, der schwach 
alkalische Reaktion zeigte, wurde mit 60 ccm lproz. Schwefelsäure 
neutralisiert, mit 15 ccm konz. Schwefelsäure und 30 ccm konz. 
Essigsäure angesäuert, mit destilliertem Wasser auf 1500 ccm auf- 
gefüllt und in geschlossener Flasche im Eisschrank bei 4°C auf- 
bewahrt. Jeden dritten Tag wurden 200 ccm entnommen und der 
Allantoingehalt durch Bestimmung des N der Quecksilberfällung 
festgestellt. 





Allantoin | Absolute 








| 
Datum I Differenz 
i 8 ` g 
| 
19.1. |) 0128 | = 
22.1. | 0,1130 ; 0,0098 
26. I. | 0,1040 : 0,0090 
28. I. | 0,1024 | 0,0016 
2.11. | 0,0940 0,0084 
5. 1. © 00908 | 0.0082 


Innerhalb 18 Tagen war also trotz der sauren Reaktion und günstiger 
Aufbewahrungsbedingungen ein erheblicher Verlust an Allantoin zu ver- 
zeichnen. 0,032g = 26,1% des ursprünglichen Allantoingehaltes oder 
täglich 1,5% gingen durch Zersetzung verloren. 

Aus diesem Versuche geht hervor, daß die Zersetzung des Allan- 
toins im Harn schon kurze Zeit nach der Entleerung einsetzt, kon- 
tinuierlich fortschreitet und es daher nicht angängig ist, will man 
richtige Werte erhalten, Harn von längeren Perioden als von 24 Stunden 
zu untersuchen und mit der Untersuchung zu warten. Insbesondere 
dürfte ein mehrtägiges Stehen von Harn in offenen Schalen bei der 
höheren Stalltemperatur zu groben Irrtümern Veranlassung geben. 


U. Die Allantoinausscheidung des Kaninchens unter dem Einflusse ver- 
schiedener Nahrung, des Hungers und verschiedener Temperaturen. 

Da aus zahlreichen Erfahrungen im hiesigen Institut hervorging, 
daß infolge der Beeinflussung des Mineralstoffhaushaltes sich Kaninchen, 
die ausschließlich mit Hafer und solche, die ausschließlich mit Grün- 
futter ernährt wurden, in vieler Beziehung ganz anders verhalten, 
wurden diese beiden Ernährungstypen hinsichtlich ihrer Beeinflussung 
der Allantoinausscheidung untersucht. Da aber für den Ausfall ein 
eventueller Puringehalt der Nahrung natürlich wesentlich in Betracht 
kommt, wurde zunächst in den beiden Futterarten der (sesamtpurin- 
gehalt, nach vorheriger Hydrolyse mit Schwefelsäure, mittels des 
kombinierten Verfahrens von Krueger-Schittenheim, außerdem der 
Gehalt an Calcium und Magnesium in der Asche nach den üblichen 
Methoden bestimmt. 
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Es sind in 100 g gesiebten Hafers: 

0,01848 g Purin-N, 0,06212 g Ca, 0,1065 g Mg, 
in 100g frischer Mohrrübe: 

0,00178 g Purin-N, 0,0643 g Ca, 0,1081g Mg 
gefunden worden. Allantoin, Harnsäure, Asparagin und Harnstoff 
wurden in beiden Futterarten nicht gefunden. 

Der eine Ernährungstypus war: gesiebter Hafer und destilliertes 
Wasser, beide ad libitum gereicht. Der andere Ernährungstypus war: 
ausschließlich frische Mohrrüben ohne Wasserzulage, von denen täglich 
300 g vorgelegt und von den Tieren auch so gut wie immer inner- 
halb 24 Stunden verzehrt wurden. 

Wie ersichtlich, ist der Puringehalt des Hafers höher als der 
der Rüben, doch immer noch so niedrig, daß — selbst wenn man 
annehmen wollte, der gesamte Purin-N des verzehrten Hafers wäre 
in Allantoin übergegangen, was in Anbetracht der bakteriellen Zer- 
setzung im Darmkanal unwahrscheinlich ist, — die endogene Allan- 
toinausscheidung nur innerhalb der physiologischen Schwankungen 
beeinflußt werden würde. Die Differenzen zwischen der Größe der 
Allantoinausscheidung bei den beiden angeführten Kostordnungen 
können daher nicht auf den Puringehalt des Hafers zurückgeführt 
werden, sondern müssen eine andere Ursache haben. Als solche ist 
in erster Linie an den Kalkreichtum der Mohrrüben und die Kalk- 
armut des Hafers zu erinnern, welche dazu führt, daß Hafertiere 
stets stark negative Kalkbilanzen aufweisen, während Rübentiere 
sehr viel Calcium ansetzen (Ida Handovsky). Da nun die Zufuhr 
von Kalksalzen, wie Zubienecki gezeigt hat, die Allantoinausscheidung 
von Kaninchen herabzusetzen vermag, dürfte die geringere Allantoin- 
ausscheidung der Rübentiere durch den Kalkreichtum der Nahrung 
bedingt sein. 

1. Versuch. 


Kaninchen Nr. 157 wurde vom 17. bis 21. Januar bei Hafer und destil- 
liertem Wasser im Stoffwechselkäfig gehalten, vom 21. Januar an der 
Harn täglich durch Abdrücken abgegrenzt, hierauf das Tier gewogen 
und Hafer und Wasser genau gemessen vorgelegt, nachdem der zurück- 
gebliebene Rest beider genau gemessen war. 











Gewicht 

















Bee ‘f | Hafer Wasser | Harn | Allantoin 
l g p ccm i ccm g 
21.1. mon | 75 70 38 | 0,0565 
Pa 2232 50 70 | 48 ' 0,0696 
24. |... / 2215 | 53 70 i 33 | 0,0789 
25.7: ° 2175 45 50 | 36 | 0,0672 
36.1 ` 2165 30 75 | 34 ' 0,0522 
28. ] 2125 | 50 40 | 32 0,0635 
30. I 2060 33 40 30 0,0535 
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Im Mittel schied dieses Tier demnach bei Haferfütterung 0,0637 g 
Allantoin täglich aus. Vom 31. Januar bis 4. Februar wurden demselben 
Tiere täglich 300 g frische Mohrrüben als ausschließliche Nahrung gereicht, 
vom 5. Februar an wurde wiederum täglich der Harn abgegrenzt und 
das Allantoin bestimmt. Die Harnschale wurde stets mit 50 ccm 1proz. 
Schwefelsäure beschickt, damit der Harn nicht alkalisch bleibe. 


D d Gewicht | Rüben | Harn Allantoin 

atum 

ln | æ | eem | BE S 
su. | 210 300 | us 0,0516 
7.1. | 2140 300 190 — 











9.1. | 2130 am > 130 0,0461 
11. II. " 2150 300 190 0,0493 
13. II. 218 |: 30 | 19 0,0482 
15. I. | 2150 300.18 0,0413 


Bei Rübenfütterung betrug die mittlere Tagesausscheidung 0,0473 g 
Allantoin. 

Wie ersichtlich, sind die physiologischen Schwankungen in der normalen 
täglichen Allantoinausscheidung nicht unbeträchtlich und scheinen bei 
Hafertieren größer zu sein als bei Grünfuttertieren. 


2. Versuch. 


Kaninchen Nr. 169, 2170 g schwer. Unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen wie das Tier im obigen Versuche gehalten, schied dieses Tier 
bei Haferfütterung im Durchschnitt täglich 0,075 g Allantoin, bei Rüben- 
fütterung im Durchschnitt täglich 0,0481 g Allantoin aus. Auch bei diesem 
Tiere blieb das Gewicht während der ganzen Versuchszeit annähernd konstant. 

Im Durchschnitt nahmen die Tiere bei Haferfütterung täglich etwa 
30 mg Ca und 50 mg Mg auf, bei Rübenfütterung dagegen täglich 193 mg 

Ca und 324 mg Mg. 
3. Versuch. 


Kaninchen Nr. 169 wurde durch 14 Tage mit Hafer gefüttert, vom 
l. März an wurde der Hafer entzogen und ausschließlich destilliertes Wasser 
gereicht. Vom 3. März an wurden in den Tagesausscheidungen Allantoin- 
bestimmungen vorgenommen. 

















| Gewicht | Wasser Harn 1 Allantoin 
Datum |! 
Hl em 
j | 
am | 1700 45 43 0.0645 
5. II. | 1590 165 130 | 0,0437 


7. 1. Ä 1450 90 90 0,0798 


Wie ersichtlich, sinkt im Hungerzustande zunächst die Allantoinaus- 
scheidung, um später wieder anzusteigen. 

Schließlich wurde der Einfluß der Temperatur untersucht. Wie 
aus den untenstehenden Versuchen hervorgeht, scheint Abkühiung 
eine Steigerung der Allantoinausscheidung zu verursachen, während 
die durch Injektion von Tetrahydro-ß-Naphthylamin erzeugte Hyper- 
thermie keinen Einfluß auf die Allantoinausscheidung hatte. 
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4. Versuch. 

Kaninchen Nr. 157 wurde mehrere Tage mit Hafer und destilliertem 
Wasser gefüttert und bei gewöhnlicher Zimmertemperatur im Stoffwechsel- 
käfig gehalten. Die durchschnittliche Tagesausscheidung betrug 0,0411 g 
Allantoin. Sodann wurde der Käfig mit dem Tiere in eine ungeheizte 
Glasveranda eingestellt. Morgens 9 Uhr betrug die Temperatur — 3 bis 
— 4°C, um Mitternacht gewöhnlich — 10°. 


Ausscheidung während der Abkühlung: 





a | 
Gewicht 











D Hafer | Wasser Harn Allantoin 
atum ! : 

EE Eeer E FS S £ Si Deg E x Sage ME = = R 
27. IL 1820 55 | on | 43 0.0756 
28. II. 1670 75 50 22 0.0378 
1. HI. — 50 | 20 75 0.1050 
2. IIl 1520 50 70 i 138 0.0525 

A. Versuch. 


Kaninchen Nr. 169, unter denselben Versuchsbedingungen wie obiges 
Tier gehalten. Normaler Tagesdurchschnitt: 0,0386 g Allantoin. 


Ausscheidung während der Abkühlung: 











Gewicht Hafer , Wasser Harn Allantoin 














Datum ! 
9 e NE se ee à g em E P ee Be BER FR gar e E m 8 be 
27.1. 1810 40 40 | 46 0.0618 
28. II. | 1739 30 20 | 23 0.0309 
1. HI. — 30 30 60 | 0,1054 
2. III. 1660 60 60 30 | 0,0527 
6. Versuch. 


Kaninchen Nr. 389 wurde seit 18. Mai bei Hafer und destilliertem Wasser 
in der Glocke gehalten. Die im After gemessene Körpertemperatur betrug 
am 3. Juni, 8 Uhr: 38,8°C, 91, Uhr: 38,8°C, 12 Uhr: 39°C, 7 Uhr: 39,1°C. 

Tags darauf erhielt das Tier um 9 Uhr 0,05g letrahydro-$-Naphthylamin 
intravenös injiziert. Die Temperaturen betrugen: 8 Uhr: 38,8°C, 9 Uhr: 
38,8°C, 91, Uhr: 39,2°C, 12 Uhr: 39,1°C, 3 Uhr: 39,8°C, 8 Uhr: 39,4°C. 


ee ae er —- ua nn m lm UL EL = 


Gewicht Harn | Gesamt-N Allantoin 





Datum 
g g ccm g g 

LVI, 1950 40 0,6992 0,1530 

2. VI. 1990 38 | 0,7034 | 0,1600 

3. VL ` 2020 42 0,6023 0,1674 

d MI ` 2010 = 0,5897 0,1639 Injektionstag 
5. VI. 2010 35 0.4718 0,1596 

6. VL > 2010 45 0,4886 0,1473 


Ähnlich fielen zwei weitere Versuche aus. 


III. Die Beeinflussung der Allantoinausscheidung durch Gifte. 

Seit der Ausführung dieser Untersuchungen wurde von Pohl eine 
Untersuchungsreihe über die Wirkung von Giften auf den Purin- 
stoffwechsel bei Hunden und Kaninchen veröffentlicht. 
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Bekannt war schon der mindernde Einfluß von Kalksalzen 
(Lubienecki) und von Atophan (Starkenstein), sowie der steigernde 
von Adrenalin (Falta u. Novicki). Untersucht wurden Adrenalin, 
Uzara, Cocain, Coffein u. Papaverin. | | 


l. Der Einfluß von Adrenalin auf die Allantoinausscheidung wurde 
einerseits bei Tieren mit verschiedenen Kostformen (Hafertiere und Rüben- 
tiere), andererseits bei Tieren im Hungerzustande untersucht. Wie die 
untenstehenden Versuche zeigen, trat die vermehrte Allantoinausscheidung 
bei Hafertieren ebenso prompt ein wie bei Rübentieren; die absolute 
Steigerung des Allantoins war bei Hafertieren bedeutend größer als bei 
Rübentieren, die relative Zunahme ist bei beiden Kostformen annähernd 
gleich groß gewesen. Auch im Hungerzustande bewirkte Adrenalin eine 
vermehrte Allantoinausfuhr, auch dann noch, wenn die im Gefolge einer 
Adrenalininjektion sonst stets auftretende Glykosurie bereits ausblieb. 


1. Versuch. 


Kaninchen Nr. 249, seit 8 Tagen mit Hafer und destilliertem Wasser genährt. 


























D SS Hafer eg Harn Kg e Glukose | 
atum |i | Anmerkung 

H g g ccm ccm g g | 

l | | ' 
13. III. '| 2650 | 85 mm, A 0074 ou = 
14. III. 2600 | 80 | 100 | 50 | 0,0753 0 ` = 
15. III. | 2620 | 80 | 115 60 | 0,0588 0 — 
16. III. | 2600 | 55 130 | 104 | 0,754 6,76 Img Adrenalin subkutan 
17. III. | 2550 | 80 | 115 50 | 0,0724 0 Ss 
18. III. , 2500 | 90 | 115 45 | 0,0762 0 — 
19. IH. : 2430 | 75 130 | 120 | 0,0670 | 6,00 lmg Adrenalin subkutan 
20. III. 2400 | 75 | 100 70 | 0,1055 | 4,62 | lmg 2 m 
21. II. : 2400 | 20 | 115 70 | 0,0964 | 4,34 | 1 mg 2 7 
22. UL 2400 | 20 | 105 70 | 0.0899 | 1,54 lmg S S 
23.11. 2350 | 25 | 105 | 73 | 0.0839 | 720 Img > ` 

2. Versuch. 
Kaninchen Nr. 246, seit 5 Tagen mit Hafer und destilliertem Wasser SE 
D um Gewicht] H Hafer fer Ty Wasser | Harn Allantoin Glukose! 
atu | SCH geg | Anmerkung 
g l ccm | cem g | g 

8.11. 2570 | 100 | 180 75 , 00684 0 = 
10. III. 2560 | 100 | 135 55 | 00785 0 — 
11. UL. 2520 | 100 | 180 ; 115 ; 0,0722 © — 
12. HI. 24% 75 ? ` 380 | 0,0856 18,75 Img Adrenalin subkutan 
13. III. 2350 65 | 180 : 150 | 0,0899 0 ` = 
14. III. | 2330 75 | 180 : 125 | 0,0746 oi = 
15. HI. l 2395 80 | 180 65 ! 0,0690 0 ` = 
16. III. , 2370 75 | 360 | 255 ı 0,0851 ‚21,70 ‚Img Adrenalin subkutan 
17. II. | 2375 75 | 180 | 120 own — ! 
18. III." 2420 95 ' 180 | 195 ' 0,0610 — i 
19. II. ! 2335 75 ` 360 | 290 ` 0,0991 ` 10,32 ` ‚Img Adrenalin subkutan 
20. III. 2255 75 | 360 | 150 0,0860, 90 Img 5 4 
21.11. 2327 50 | 350 | 160 0,1090 | 7,04 ||lmg ji 
22. 111. | 2270 | 65 | 280 | 230 : 0,0909 ' 14,12 |1 mg e A 
23. III. , 2170 , 45 | 210 | 170 . 0,0988 10.54 | Img se ss 
25. II. 2930 35 180 | 70 00374 — | 2 
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3. Versuch. 


Kaninchen Nr. 253, co‘, seit 10 Tagen nur mit täglich 300 g frischen 
Mohrrüben gefüttert. 





Rübe 


Gewicht 





DEER | Harn Pe wur NaC | PER 
N g | ccm E | 
. | | in SE E Sr 
am! 2180 300 | 180 : 0,0312 Eë i = 
am 2270 | 300 | 125 i 0.0307 | — 0,045. = 
| 


29.111.' 2130 : 300 , 155 0,0441 — 0,059 ; 

30.III.: 2070 300 195. ? ; 1,95 . 0,398 1 mg Adrenalin subkutan 
31.1II. 2100 . 300 180 | ? — 

1.IV. 2050 ° 300 280 ` 0,0579 8.96 0,302 (omg Adrenalin subkutan 


2.1V. ` 2020 : 300 250 | 0,0487 ` 2,00 0,220 | Im „ ji 
3.IV. 2010 300 275 | 0,0479 440 Im » S 
4.IV.; 2000 , 300 235 | ? ? > Im „ . 
5.IV. 1990 300 ; 260 | 0,0499 208 0.166 Img „ S 
7.1V. | 2010 ; 300 | 220 | 0.0384 — 0018! = 


4. Versuch. 


Kaninchen Nr. 251, seit 10 Tagen nur mit täglich 300 g Mohrrüben gefüttert. 























Bee „ Gewicht! Rübe E Ham , | Allantoin |Glukose| Mat? RE 
8 i g g um! g r a un En 
| | 

IT. 2110. 300 15 0,0440 e — | es 
2910. 2150 300 150 0,0581 en És 
29.1II. 2100 300 225 0,0394 — 0,072; Z 
30.III. 2050 300 265 , 0,0592 — 9,135 1 mg Adrenalin subkutan 
31.1IL.;, 2060 300 220  »? — 0,109 

1. IV.! 1970 300 320 >? 3.84 0,339 1 mg Adrenalin subkutan 
2.IV., 1960 300 | 205 0,0822 451, — ‚img S N 

3. IV. 1945 ` 300 | 270  ? 7.02 ` :lmg 5 S 
GD 1910 300 | 240 | 0,0633 ° — '— img SS $ 
siv 1910 300 | 230 00500 598 0216 Img „ S 
7.IV.: 1890 | 300 ` 310 ` — ` 0,099 | = 


A. Versuch. 


Kaninchen Nr. 246, CG, seit 26. März nur bei destilliertem Wasser gehalten. 




















Datum WË ‘ Gewicht | Wasser | Harn ` Allantoin ! Glukose Anmerkung 
ccm ccm g | g 
| j 

28.TII. 2015 . 135 o 200425 ge 3 i 

29.111. 1910 : 130 | 75 ` 0041 0 ` — 
30.ITI. 1830 : 140 > 95 | 0,0632 1,90 lmg Adrenalin subkutan 
3I. 1770 `° 160 : 55 0.0375 | en 

1.IV. 1685 . 170 75 0.0781 ` Ou ' lmg Adrenalin subkutan 
SEX 1610 140 : 105 0.0558 0 ' img z - 
3.IV. 1550 140 9 0.0552 0 Img S i 


LIV. 1480120 | 90 ` (un? O lmg , 8 
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6. Versuch. 

Kaninchen Nr. 251, seit 8. April nur bei destilliertem Wasser gehalten. 
Diem ‚Gericht "j Harn | Allantoin |Glukose| NaCl | EERE EN 

Tv cm | cem | e | e |. | ____ 

s.ıv.l ısıo| ıo | ag ? = | = = 

9.IV. 1750 | 120 | 37 1065| — | — = 
10. Iv | 1680 | 60 | 55 | 0,0733 0,008 = 
11.IV.' 1570 , 60 | 100 | 0,0902 | 1,8 | 0,48 || lmg Adrenalin subkutan 
12.1IV. | 1450 | 40 122 | 0,0972 0,88 ‚img V S 


Am nächsten Tage wurde das Tier tot aufgefunden. 

Zwei gleichartig angeordnete Hungerversuche fielen gleichsinnig aus. 

2. Uzara bewirkte eine mäßige Steigerung der täglichen Allantoin- 
ausscheidung, die jenseits der physiologischen Schwankungen fällt. 

Kaninchen Nr. 366, cp, wird vom H. Mai an bei Hafer und destilliertem 
Wasser in der Glocke gehalten. 





Gewi icht 














Daum. Ham Se Gnsamt:N. “rn Allantoin Attaerköng 
` g ccm 

12. V. | 1950 | op | 05161 = uge ` Ss 

13. V. | 1930 | 59 | 0,5409 0,1271 | = 

14. V. 1910 81 0.5098 0.1134 | = 

15. V. 1870 110 0,5681 0, 1489 | 7 Uzaratabletten per os. 
16. V. 1820 83 0.5528 01357 7 , Fa 
17. V. 1810 | 91 | 06789 0.1147 | 7 ” an 
18. V. | 1820 52 ` 0,5854 0.0991 | zz 


In der Vorperiode betrug demnach die durchschnittliche Tagesaus- 
scheidung 0,1222 g Allantoin, während der Uzarafütterung 0,1331 g Allan- 
toin. Ein zweiter, in gleicher Weise durchgeführter Versuch ergab einen 
durchschnittlichen Normalwert für die Tagesausscheidung von 0,0909 g, 
bei Uzarafütterung 0,0998 g Allantoin. 

Abl fand bei purinfrei ernährten Menschen eine Herabsetzung der Harn- 
säureausscheidung bei Uzaradarreichung, welche im Zusammenhalt mit 
diesen Versuchen für eine Harnsäureretention sprechen würde, also für eine 
deın Atophan entgegengesetzte Wirkung. Doch kann ein derartiger Schluß 
auf Grund bloß des vorliegenden Materials noch nicht gezogen werden. 

3. Auch Cocainum hydrochl. verursachte eine deutliche Steigerung der 
Allantoinausscheidung. 

Kaninchen Nr. 358 wurde seit 1. Juni bei Hafer und destilliertem 
Wasser gehalten. Die am 8. Juni vorgenommene subkutane Injektion von 
0,1 g Cocainum hydrochl. hatte keinerlei am Verhalten des Tieres bemerk- 
bare Erscheinungen zur Folge. 





Ditam Gewicht 
DEE E 
5.VI.: 2230 
6.VI. 2170 
7.VI.ı 2140 
8. VI. 2110 
9.V1.. 2000 
10.VI. ! 2060 








ccm 


Harn 





F] 


Gesamt:N. | 


g 


1.0618 
1.1348 
1.2190 
1.5613 
1.0987 
1.0214 





Allantoin 
Ro _ 
0.1134 
0.1029 ` 
0,1291 ` 
0.1761 
0.1694 
0,0995 


Anmerkung 


0,1g Cocain hydrochl. subkutan 
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A. Ebenso verhielt sich Coffein; auch dieses verursachte eine deutliche 
Steigerung der Allantoinavsscheidung. Die subkutane Injektion von 0,4g 
Coffein purum hatte Glykosurie und Vermehrung der Chloride im Harn 
zur Folge. Die Temperatur des Tieres blieb unbeeinflußt. 


Kaninchen Nr. 391, cf, seit 5. Juni bei Hafer und destilliertem Wasser 
gehalten. 





Gewicht, Harn Glukose Gesamt-N. Allantoin 





Datum Anmerkung 
ccm ı g ` g I g 
10.71. 2010 30 — 0.6964 ` 0,1116 — 
11.VI. 2090 45 — 0.7037 0,1211 ` — 
12.VI. 1900 226 6.37 1.0935 0,1934 0,2 g Coffein pur. subkutan 
13.VI. 1820 140 — 1,4545 0,1267 | — 
14.VI. 1720 47 — ? , 0,0983 ` — 


5. Schließlich ergab auch Darreichung von Papaverinum hydroch. 


eine, allerdings nur geringe Steigerung der Allantoinausscheidung. Kaninchen 
Nr. 344 wurde mehrere Tage vorher bei Haferfütterung und destilliertem 
Wasser gehalten. 








Gewicht Hafer | Wasser | Harn Allantoin GesamteN ` 
Datum l | ; 


Anmerkung 
g o g cem cem ` g g 


8.VI. 2105 70 60 47 0,06148 0.5807 — 
9.VI. 2090 60 mu Au 007203. 07325 = 
10.VI. 2090 50 mu 50 006540) — a 
11.V1. : 2090 An 60 49 0.08303 | 0.7732 ` 0,1 g Papaverin hydrochl. per os, 
(vi "än, 20 30 58 0.07872] 0,7166 olg 


13.VI. 2040 | 60 50 oi 006036: 0,9429 vig . SES 
14.VI. 20501855047 0.006848 0,8975 ` = 


15.V1. 2050 75 70 37 0.07389  — = 
16.01. 2050 75 50 39 0.05762 | 0.6515 — 


Wie ersichtlich. fand bei allen diesen Versuchen eine Steigerung 
der Allantoinausscheidung statt, die, wenn auch zum Teil gering. 
jedenfalls über die physiologischen Schwankungen hinausgeht. An 
deutlichsten ist sie nach Adrenalin, welche Steigerung unbeeinflußt 
ist durch die Art der Ernährung und den Hungerzustand. Dieses 
von Falta beim Hunde entdeckte Phänomen ist bereits mehrfach 
bestätigt worden, von Pohl und von Fleischmann und Saalecker. 
Gegenüber dieser Einwirkung ist die anderer, sonst in Beziehung zun 
sympathischen Nervensystem stehenden Gifte weniger deutlich und 
anscheinend auch weniger regelmäßig. 

Stellt man die bisher, insbesondere von Pohl mitgeteilten Gift 
wirkungen auf den Purinstoffwechsel zusammen, so ergibt sich die 
folgende Tabelle. welche die Beeinflussung der Allantoinausscheidung 
von Hunden und Kaninchen durch die betreffenden Stoffe zeigt: 
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Substanz | Tier | Autor 
I. Vermehrung. 
Adrenalin `... Hund -= Falta und Novicki 
BECHER Kaninchen Pohl, Yanagawa 
Logan, u. e, AA P Yanagawa 
Collein. . . . 2... S 3 
Papaverin. ...... » | n 
Uzarin. e e e e e e č è œ 9 D 
Brombenzol . ..... | Hund | Pohl 
Morphin. . . .. . . .: Kaninchen und Hund RK 
ler oa 2. 2 2% &.% Kaninchen | $ 
Arsenik e e o e č o e č o è | ” N 
II. Verminderung. ” 
Calcium . . 2. 2..... '" Kaninchen und Hund d Lubienecki 
Atophan. . . 2.2.2... | = ZS ge | Starkenstein 
Salicylsäure . ... . . Hund Pohl 
Schilddrüse . . . . . . 5 | š 
III. Keine Wirkung. 

Pilocarpin . . ..... " Kaninchen und Hund Pohl 
Cholin. . . 2 2.2.2.. Kaninchen s 
Chinin. . . 22220. Hund n 
Cyanid . 2.2.2220. Hund und Kaninchen 2 
Benzol e, e š 5 D 
Tetrahydro- #-naphthyl]- | 

BMI, aa Ee, Le | Kaninchen Yanagawa 





Wie ersichtlich, scheinen sich Hunde und Kaninchen gleichsinnig 
zu verhalten. 

Hinsichtlich der Harnsäureausscheidung beim Menschen (ev. 
beim Anthropoiden) unter den gleichen Einflüssen ist so wenig 
bekannt, daß eindeutige Schlüsse noch nicht gezogen werden können. 
Zum Teil verhalten sich die Stoffe analog (Calcium), zum Teil aber auch 
vollständig entgegengesetzt (Uzarin), zum Teil sind sie unwirksam 
(Adrenalin), wobei, um das nochmals zu wiederholen, maßgebend 
ist, daß beim Menschen und den Anthropoiden neben der Beeinflussung 
des Purinstoffwechsels auch noch eine Beeinflussung der Harnsäure- 
ausscheidung, dem Endprodukte des Purinstoffwechsels bei diesen 
Tierklassen in Betracht zu ziehen ist, und daher die Beeinflussung 
der Harnsäureausscheidung beim Menschen und den Anthropoiden 
als eine Resultante aus zwei oft entgegengesetzten Beeinflussungen 
aufzufassen ist. 

Nimmt man noch den steigernden Erfolg des sogenannten Harn- 
säurestiches von E. Michaelis mit in den Kreis der Betrachtung, 
so gewinnen jene Substanzen der obigen Tabelle besonderes Interesse, 
deren Beziehungen zum vegetativen Nervensystem bekannt sind. 

Stellen wir auf die eine Seite die Substanzen mit Angriffspunkten 
am sympathischen Nervensystem und auf die andere Seite die am para- 
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sympathischen System angreifenden, so geht zunächst einmal aus der 
Tabelle hervor, daß nur die ersteren eine Wirkung haben, die letzteren 
dagegen nicht, und zwar alle im Sinne einer Steigerung des Purinstoj}- 
wechsels. Insbesondere ist hier das Adrenalin und Cocain hervorzuheben, 
welche auch sonst auf die Endigungen des sympathischen Nerven- 
systems ähnlich wirken: beide steigern zweifellos den Purinstoffwechsel. 
Auch dem allerdings noch nicht genügend studierten Uzarın kommt 
einerseits wahrscheinlich eine sympathische Reizwirkung zu, anderer- 
seits die Fähigkeit, den Purinstoffwechsel zu steigern. Bemerkens- 
werterweise ist jedoch das Teirahydro-ß-Naphthylamın ohne Wirkung 
gewesen, von dem nach den Untersuchungen Jonescus eine Reizwirkung 
auf das Sympathikuszentrum im Gehirn angenommen wird. Auch 
das Coffein, welches auf der einen Seite gewisse Züge einer sympathisch 
erregenden Substanz aufweist (Glykosurie, Temperatursteigerung, 
Erschlaffung der Bronchialmuskulatur) auf der anderen Seite nach 
Fredericg in großen Dosen Sympathikusendigungen lähmen soll, gehört 
mit in diese Gruppe hinein. Es besteht aber die Möglichkeit, daß 
sein Abbau im Kaninchenorganismus Allantoin liefert, wodurch seine 
eigentliche Stoffwechselwirkung verschleiert werden könnte. Schließlich 
ist hier noch das Calcium zu nennen, welches gegenwärtig vielfach 
auch als ein Reizmittel der Sympathikusendigungen aufgefaßt wird. 
das aber im Gegensatz zu den voranstehenden Stoffen die Allantoin- 
ausscheidung herabsetzt. 

In eine zweite Gruppe, welche mit der ersten zweifellos pharma- 
kologische Berührungspunkte hat, wären Morphin und Papaverin 
einzuordnen; beide steigern stark den Purinstoffwechsel und beiden 
wird bis zu einem gewissen Grade auch eine Fähigkeit der Beeinflussung 
des sympathischen Nervensystems zugeschrieben. In schroffem Gegen- 
satz aber zu der die Körpertemperatur erhöhenden Wirkung von 
Adrenalin, Tetrahydro-8-Naphthylamin, Cocain, Coffein steht ihre 
die Körpertemperatur herabsetzende Wirkung. 

Versucht man, diese zum Teil widersprechenden Resultate vom 
Standpunkte der Beeinflussung des sympathischen Nervensystems 
einheitlich zu erklären, so wird man dazu geführt, zentrale und periphere 
Wirkungen auseinanderzuhalten und nur den peripheren eine Wirkung 
auf den Purinstoffwechsel einzuräumen. Sicherlich bedarf es noch 
weiterer systematischer Untersuchungen, um diesen Einfluß klar- 
zulegen. 

Immerhin kann man zusammenfassen, daß auf dem Wege des 
sympathischen Nervensystems eine erhebliche Beeinflussung des 
Purinstoffwechsels möglich ist. 

Im Gegensatz dazu scheinen die parasympathischen Gifte (Pilo- 
carpin, Cholin) ohne Einfluß zu sein. 
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Die Schilddrüse, deren Hormon zweifellos auch dem vegetativen 
Nervensystem gilt, hat nach den Untersuchungen Pohls eine Wirkung 
auf den Purinstoffwechsel, aber im Gegensatz zum Adrenalin eine 
ihn einschränkende Wirkung. | 

In eine dritte Gruppe gehören schließlich die starken Stoff- 
wechselgifte, Blei, Arsen und Brombenzol, deren steigernde Wirkung 
auf die Allantoinausscheidung möglicherweise auf den autolytischen 
Zellzerfall, insbesondere des Lebergewebes, zurückzuführen sein könnte. 
Allerdings soll hier nicht unbemerkt bleiben, daß Wiechowski in 
unveröffentlichten Untersuchungen eine Beeinflussung der Allantoin- 
ausscheidung durch Phosphorvergiftung bei Kaninchen nicht fest- 
stellen konnte. Auch das sonst den allgemeinen N-Stoffwechsel 
steigernde Jodidion fand Pohl unwirksam. Demgegenüber waren 
Stoffe, von denen im allgemeinen anzunehmen ist, daß sie den Stoff- 
wechsel einschränken, auch nicht alle in gleicher Weise wirksam. 
Chinin, Cyanid fand Pohl unwirksam. Salicylsäure dagegen wirkte 
vermindernd. Man wird daher jedenfalls Pohl recht geben müssen, 
daß in toxikologischer Beziehung der allgemeine N-Stoffwechsel vom 
Purinstoffwechsel deutlich geschieden ist. 

Schließlich darf nicht vergessen werden, daß Stoffwechselwirkungen 
durch Mobilisierung nukleoproteidhaltigen Materials vorgetäuscht 
werden können. Hier spielen insbesondere die Leukocyten und ihre 
Beeinflussung eine Rolle. Erinnert sei an die Steigerung der Allantoin- 
ausscheidung durch Radiumemanation (Starkenstein) und die Zu- 
sammenstellung einschlägiger Beobachtungen bei Wiechowski in der 
11. Auflage von Neubauer-Hupperts Handbuch ‚Der Harn‘. 
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Untersuchungen 
über Physiologie uud Pharmakologie des Purinhaushaltes. 


VI. Mitteilung. 
Beeinflussung des Purinhaushaltes durch Karlsbader Mineralwasser. 
Von 
Emil Stransky. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 31. Juli 1922.) 
Mit 10 Abbildungen ım Text. 


Arbeiten aus dem hiesigen Institute haben gazeigt, daß Kalksalze 
imstande sind, den endogenen Purinstoffwechsel im Sinne einer Ein- 
schränkung zu beeinflussen, und zwar gilt das nicht nur von der 
oralen Zufuhr von Calciumchlorid (Starkenstein) und Calciumlactat 
(Lubienecki) beim Menschen, sondern auch für eine kalkreiche Nahrung 
(Yanagawa) beim Kaninchen. Diese Wirkung der Kalksalze ist für 
das Carbonat auch von Abl beim Menschen festgestellt worden. 
Andererseits konnte beim Studium des Mineralstoffwechsels — eben- 
falls am biesigen Institute — von Syalitzer gezeigt werden, daß unter 
dem Einflusse des Karlsbader Mineralwassers die Kalkbilanz kalkarm 
ernährter Kaninchen verbessert wird. 

Beim Zusammenhalt dieser Beobachtungen erschien es wahr- 
scheinlich, daß das Karlsbader Mineralwasser einen ähnlichen Einfluß 
auf den Purinstoffwechsel haben könnte, wie die Zufuhr von Kalk- 
salzen, wiewohl das Calcium in dem genannten Mineralwasser quanti- 
tativ so weit zurücktritt (rund 0,1°/,,), daß bei den für gewöhnlich 
getrunkenen Mengen die Kalkaufnahme an sich kaum in Betracht 
kommt. Auch die von mir gemachte Beobachtung über die Be- 
einflussung des Phosphorsäurehaushaltes von Kaninchen durch das 
Karlsbader Mineralwasser, die ebenfalls eine Begünstigung der 
Phosphatbilanz ergeben hat, ließ bei den innigen Beziehungen der 
beiden Stoffwechsel eine Wirkung auf den Purinhaushalt erwarten. 
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Abgesehen hiervon, war es bei der gegenwärtig für Mineralquellen 
noch ganz allgemein und auch für das Karlsbader Mineralwasser 
geltenden vollkommenen Unsicherheit der Indikationsstellung zu deren 
Anwendung wünschenswert, in irgend einer Beziehung eine solche auf 
experimenteller Basis zu finden. Gerade hinsichtlich des Heilwertes 
bei der Gicht und den uratischen Diathesen besteht ja nichts weniger 
als Einhelligkeit in der Auffassung des therapeutischen Wirkungs- 
werten des Karlsbader Mineralwassers. Es liegt durchaus in der 
Forschungsrichtung des hiesigen Institutes, die Mineralquellen nach 
den gleichen Grundsätzen pharmakologisch-experimentell zu bearbeiten 
wie andere überkommene Heilmittel, insbesondere auch durch möglichst 
eingehende pharmakologische Analyse das Indikationsgebiet für ihre 
Anwendung zu konstruieren und damit ihre Anwendung auf die ge- 
eigneten krankhaften Störungen beschränken zu lehren, worin wir 
eine wichtige Aufgabe der experimentellen Pharmakologie erblicken. 


Mit dem Einfluß von Mineralwasser auf den Purinhaushalt haben sich 
schon einige Autoren beschäftigt. W. Laqueur untersuchte den Einfluß 
von Emser Krähnchen auf die Harnsäureausscheidung des Menschen 
und fand bei einem Patienten mit chronischem Gelenkrheumatismvs 
und bei einem mit chronischer Bronchitis eine deutliche Herabsetzung 
der Harnsäureausscheidung während der Dauer des Trinkens. Gtlardon: 
studierte die Wirkung des San Pellegrinowassers, einer alkalischen Quelle, 
die reichlich Erdalkalien führt. Er fand bei einem Patienten mit chronischem 
Gelenkrheumatismus eine anfängliche, mäßige Vermehrung der Harnsäure- 
ausscheidung, welche bald wieder der Norm wich. Bei einem Kontroll- 
versuch mit durch Natriumbicarbonat alkalisiertem Süßwasser ergab sich 
keine wesentliche Beeinflussung. Auch bei chronischer Pleuritis ergab 
das Pellegrinowasser eine vermehrte Harnsäureausscheidung. Da diese 
beiden Untersuchungen, aus dem Briegerschen Institut, bei gemischter Kost 
und Kaffeegenuß durchgeführt worden sind, also nicht bei purinfreier Diät, 
kommt ihnen nach unseren gegenwärtigen Kenntnissen leider keine ent- 
scheidende Bedeutung zu. Kaplan hat in einer eingehenden Studie den 
Einfluß von Biliner Sauerbrunnen auf die Harnsäureausscheidung bei 
einem klinisch als Gichtiger geführten Patienten untersucht. Leider erhielt 
auch dieser Patient täglich Fleisch und purinhaltige Getränke. Es ergab 
sich eine devtliche Herabsetzung der Harnsäureausscheidung, welche die 
Zufuhr des Mineralwassers sogar um zwei Tage überschritt. Kaplan lehnt 
jedoch selbst eine Diskussion dieses Befundes ab. Schließlich untersuchten 
in letzter Zeit Bickel und Kemal das Fachinger Wasser bei einem Gesunden 
und fanden bei einmaliger Darreichung von Le Liter Wasser nüchtern 
keine Beeinflussung der N- und U-Ausscheidung. Untersuchungen an 
Hunden bei gemischter Kost ergaben eine Herabsetzung der U - Ausscheidung. 
Da die Allantoinausscheidung hierbei nicht untersucht wurde, läßt sich 
aus diesem Befunde über den Purinstoffwechsel nichts schließen. 


Entsprechend den Grundsätzen, welche von Wiechowski in einer 
Vorbemerkung zu der zitierten Arbeit von Starkenstein gegeben worden 
sind, habe ich in den folgenden Untersuchungen das Verhalten der 
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Allantoinausscheidung und des Gesamtpurin-N beim Kaninchen und 
das Verhalten der Ausscheidung von Harnsäure und Purinbasen am 
Menschen unter dem Einflusse von Karlsbader Mineralwasser studiert 
und mit dem Verhalten bei Zufuhr unseres Leitungswassers verglichen. 

Als Wirkung ergab sich in der Tat die vermutete Herabsetzung 
der Allantoinausscheidung bei mit Hafer ernährten Kaninchen, von 
der wir also wohl annehmen können, daß sie indirekt über die ver- 
besserte Kalkbilanz zustande gekommen ist. Bemerkenswerterweise 
überdauerte diese Wirkung die 14 tägige Tränkungsperiode um wenigstens 
acht Tage. Der durch die übliche Silberfällung bestimmte Purin-N, 
welcher beim Kaninchen wohl zum größten Teile aus Harnsäure und 
zum geringeren Teile aus Purinbasen besteht, zeigte bei einem Tiere 
eine unbedeutende Herabsetzung. Auch in diesen Versuchen konnte, 
wie bei fast allen im hiesigen Institute an mit Hafer ernährten 
Kaninchen ausgeführten Versuchen, eine günstige Beeinflussung des 
N-Ansatzes unter dem Einflusse des Karlsbader Mineralwassers be- 
obachtet werden: Beide Versuchstiere haben während der Mühlbrunn- 
perioden mehr getrunken, mehr gefressen und ihr Körpergewicht trotz 
der an sich unzweckmäßigen, einseitigen Ernährung verbessert. 

Anders fielen die Versuche an mir selbst aus. In zwei zeitlich 
weit auseinanderliegenden Versuchsreihen habe ich bei purinfreier 
Kost und Vermeidung purinhaltiger Getränke die tägliche Harnsäure- 
ausscheidung einer Vorperiode, in der Leitungswasser getrunken wurde, 
verglichen mit einer neun- bzw. zehntägigen Periode, in der tagsüber 
1 Liter (1 Flasche) Karlsbader Mühlbrunn kalt getrunken wurde. In 
beiden Versuchsreihen zeigte sich zu Beginn der Mineralwasserperiode 
eine mehrtägige Steigerung der Harnsäureausscheidung, welcher bei 
einem Versuche eine Herabsetzung unter den Wert der Vorperiode, 
bei dem zweiten Versuche eine Herabsetzung auf den Wert der Vor- 
periode folgte. In beiden Versuchen war eine Herabsetzung des 
Purinbasen-N zu beobachten. Ich habe dann weiter die stündlıche 
U-Ausscheidung unter dem Einflusse von 1 Liter Karlsbader Mineral- 
wasser und 1 Liter Leitungswasser miteinander verglichen, und zwar 
wurde ein Versuch im Nüchternzustande (letzte Nahrungsaufnahme 
LI Stunden vor Beginn des Versuches) durchgeführt, während des 
anderen Versuches wurde eine purinfreie Mahlzeit eingenommen. In 
diesen beiden Versuchen, besonders deutlich aber im Nüchternversuche, 
zeigte sich gegenüber der Wirkung des Süßwassers eine starke, mehrere 
Stunden anhaltende Steigerung der Harnsäureausscheidung unter dem 
Einflusse des Mineralwassers. 

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Kaninchen- und der 
Selbstversuche ergibt, daß dem Karlsbader Mineralwasser eine doppelte 
Wirkung auf den Purinhaushalt zukommt, und zwar 
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L Eine Ausscheidungswirkung auf die Harnsäure, die naturgemäß 
nur beim Menschen beobachtet werden kann. Sie wird mutmaßlich 
durch eine Ausschwemmung vorhandener Harnsäure-Depots hervor 
gerufen und findet mit deren Erschöpfung nach einigen Tagen chronischer 
Zufuhr ihr Ende. Diese Wirkung ist zwar nicht sehr erheblich, aber 
deutlich. 

2. Eine esnschränkende Wirkung auf den Purinstojfwechsel, welche 
wahrscheinlich indirekt über die vermutlich auch beim Menschen be- 
wirkte Besserung der Kalkbilanz zustande kommt, sich rein und 
primär beim Kaninchen in der verminderten Allantoinausscheidung 
äußert, beim Menschen zunächst durch die Ausschwemmung ` der 
U-Depots verdeckt, erst nach deren Erschöpfung im weiteren Ver- 
laufe der Beobachtung in Erscheinung tritt. 


In dieser Hinsicht ähnelt die Wirkung des Karlsbader Mineral- 
wassers der des Atophans (Starkenstein): Gleichzeitige Steigerung 
der Ausscheidung und Herabsetzung der endogenen Bildung. Ob die 
erwähnte ausschwemmende Wirkung des Mineralwassers, so wie vom 
Atophan allgemein angenommen wird, eine renale Wirkung ist oder 
ob es sich um eine Einwirkung auf einen extrarenalen Angriffsort 
handelt, bleibt zu untersuchen, und es werden Harnsäurebestimmungen 
im Blute hierüber vielleicht Aufschluß geben können. 


Ob diese Wirkungen insbesondere auf die Kationen des Karls- 
bader Mineralwassers, auf die Anionen oder das spezifische Mischungs- 
verhältnis der Salze zurückzuführen sind, müssen erst speziell darauf 
gerichtete Versuche lehren, welche ich in Fortsetzung der vorliegenden 
Untersuchung auszuführen gedenke. 

In dem einen Versuche mit stündlicher Messung der U-Aus- 
scheidung innerhalb welchem eine purinfreie Mahlzeit eigenommen 
wurde, konnte, in Übereinstimmung der Befunde von Smetänka, als 
Folge der Nahrungsaufnahme, wiewohl sie purinfrei war, eine deutliche 
` Steigerung der U-Ausscheidung im Harn konstatiert werden. 

Abgesehen von diesen Ergebnissen, wurden noch in den Stunden- 
versuchen Beobachtungen hinsichtlich Diurese, N- und P,O,-Aus- 
scheidung gemacht, die hier auch kurz erwähnt seien. Während das 
Leitungswasser auch im Nüchternzustande eine mächtige Steigerung 
der Harnmenge hervorgerufen hat, verursachte vom Karlsbader 
Mineralwasser '/, Liter gar keine Vermehrung, 1 Liter eine kaum 
merkbare Vermehrung des Harnvolumens. Ähnliche Beobachtungen 
machte Käte Frankenthal, welche bei einigen natürlichen Mineral- 
wässern in Hundeversuchen auch keine diuretische Wirkung sah. Die 
N-Ausscheidung verlief im Stundenversuche parallel mit der Diurese, 
wie das auch sonst regelmäßig der Fall ist; in den Tagesausscheidungen 
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der Selbstversuche zeigte sich keine Veränderung gegenüber der Vor- 
periode. Die Phosphatausscheidung ging aber, wie seit Otto Löwis 
Versuchen schon bekannt ist, nicht parallel mit der Diurese, ein Ein- 
fluß des Mineralwassers auf die stündliche P,O,-Ausscheidung war 
nicht festzustellen. l 


Bemerkt sei noch, daß weder beim Kaninchen noch beim Menschen 
ein Einfluß des Mineralwassers auf die Kreatininausscheidung zu ` 
merken war. 


Methodik. 


Die Kaninchen wurden unter denselben Versuchsbedingungen 
gehalten, wie ich es (diese Zeitschr. 122, 1, 1921) angegeben habe, 
Hafer und Tränkflüssigkeit wurden ad libitum gereicht. 


In den Selbstversuchen bestand die Kost aus: Eiern, Butter, 
Schweineschmalz, Mehlspeisen, Reis, Gries, Kartoffeln, Kohl, Mohr- 
rüben, Obst, Weißbrot, Zwieback, Kornkaffee. Es wurden täglich 
2000 bis 2500 Kalorien aufgenommen. Bohnenkaffee und Tee wurde 
vermieden, manchmal mäßige Mengen Alkohol. Der Harn der 
einzelnen Perioden wurde über Chloroform gesammelt und sofort 
verarbeitet. 


Die Allantoinbestimmungen wurden nach Handovsky ausgeführt, 
Kontrollbestimmungen durch Ermittlung des N-Gehaltes der Queck- 
silberfällung nach Wiechowski ergaben befriedigende Übereinstimmung. 

Die Harnsäure wurde kolorimetrisch bestimmt, zum Teil nach 
Folin-Wu, zum Teil nach Morris- Macleod, wobei letztere Methode sich 
als brauchbarer erwies. Es wurde stets gegen frisch eingewogene 
U-Lösungen kolorimetriert, Kontrollen durch gravimetrische Be- 
stimmungen ergaben befriedigende Übereinstimmung. 

Der Purin-N im Menschen- und Kaninchenharn wurde nach 
Cammerer-Arnstein, der Gesamt-N mittels des Mikrokjeldahlverfahrens 
nach Pregl, Kreatinin und Gesamtkreatinin kolorimetrisch nach Folin, 
die Phosphate durch Uranyltitration mit Cochenille als Indikator 
bestimmt. Im Kote wurde der Gesamt-N nach Kjeldahl, der Purin-N 
nach dem kombinierten Verfahren von Krüger-Schittenhelm bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 
1. Versuche an Kaninchen. 


l. Kaninchen A, 2380 g, 3 Tage vorher bei Hafer und Leitungswasser 
im Stoffwechselkäfig gehalten, Versuchsanordnung s. Methodik. 
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Tabelle I. 
„A "2 a | Allantoin | „ Ka ER 
5 ot Cot 2 MT Tages || Purin. esamt- |2.2 
£ j feucht ! trock. Hafer a Hark: N N dE 
Si 3 schnitt EE 
ole DE E EE E e 
55 | — | 190 SH 0,1569 — | 5,16 | 1,2130 P 
50: — |120| 115 | 01416 — i 5,16 | 1,2130 E 
45 | — | 105 | 115 0,1233 | — : 5,16 | 0,9831 | ® 
d 35 — |100| 87.0,14755| — 337 Loan & 
15 | — | 60| 115| 0,1442 | — ` 337 10204. S 
8! — | 30!) 551) 0,1420 | — || 3,24 | 0,8972 2 
47: — | 80 | 8501430 | — || 3,24 0,8989 | E 
| 672 Le 0,9958 | 0,142 28,7 1 13306 | 
al Sg or ei — |125 | 220 num) — | 3,00 0,8612 IN 
9| 2350 6: a — 115 | 155 | 0,1210 — || 3,00 0,7972, 5 
4 2370| 70j 5 — 115 | 165 | 0,1212 | — || 4,48 | 0,8590 
yy 11 2375! 82| 60 — 122 185 0,1288; — | 4,48 0,8038 |E 
18 2400 | 100° 50| — , 117 , 166 | 0,1262 | — | 3,24 | 0,7725 Z 
13 2380 | 97!) 60| — : 125 | 220 | 0,1065 | — | 3,24 | 0,8271 3 
14. 2420 179 | 50' — | 122 245 || 0,1398 | — | 2,59 ; 0,9458 Æ 
Summe o| 644 i3 392 | 294 | 84 | 1356_ ` 0,8565_ ‚ 0,122] 24,03 | 5,8666 | 
115! 2400 | 125 | 53 | — 128 | 245| 0,12691 — 259 | 08815: 
16 2440 115, 45 | — 115 | 205 | 0,1485 | — 2,59 | 0,8864 "e 
17 , 2460| 95 27/1 — "81 130! 01473! — | 2,59 . 0,8766 | £ 
rrp 18 2420| 125 50; — | 125, 225 | 0,1444 | — | 222 | 0.9408 B 
|19; 2450| 120 | 55! — 117235 | 0,1414 | — | 2,22 | 0,8419 |Z 
120| 2490 | 122 | 8 — e | 2,55 | 0,8644 |5 
2120| 85| 38| 1215 — "Zen 08518 |? 
_Summe | 787 | 316 | 243 | 767 |1415 | 0.9529 0.136] 17,31 | 6,1434 | 
22' 2500, 58 | 45 — | 92 o mm. — | 2,30 a m 
23i 2480' 46: 40  — ' 80| 110 1 0,1179 | — | 2,30 | 0,8156 |3 
24| 2480| am 36  — ` 72| 90) 0,1105: — || 2,78 0,8245 | $ 
ry 25! 2450| 8 38 — 88 110| 0,1235. — | 2,78 0,8690 | E 
|26| 2435| 45| 27 — 73| 130 | 0,1031 — | 2,70 got = 
27| 2440| 0 40. — 86 |115 01314 — | 270 | 1,0539 | 3 
2840| 55! 43 — 951130 | 0,1236 | — | 2,70 | 1,0249 k 


"Summe | 357 | 269 | 206 | 586 | 815 i| 0,8344 | 0,119 | 18.26 | 6,1527 


Leitungs -\ Mühlbrunn E | Leitungs- 










zweite Mühlbrunnperiode: 85 mg, 


Nachperiode: 22 mg. 150 Veal 


wasser Wasser | 

Puringehalt der Fäzes: G | | 
Vorperiode: 5lmg Purin-N, £ | | i 
erste Mühlbrunnperiode: 119 mg, & Gë te z dl 
| u 

Se 


2. Kaninchen B. 3100 g, „0 
3 Tage vorher bei Hafer und Son 
Leitungswasser im Stoffwechsel- 720 | 
käfig gehalten, Versuchsanordnung 570 ee a 
s. Methodik. gvo 
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Versuchstage: 
Abb.1. Zu Tabelle Tu. Il. 
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Tabelle III. 




























































































j Be | g g | ||; Allantoin & SE 
Sr, e d 2 (ot ot ZU Tages:|| Gesamte || ës 
E = ZS? ZE | feucht: trock. | must S || Auch N Ek 
E > Lé Sp | | Ä 3 schnitt | im Harn ER 
e Lon g aj|gj|emf g | e| æ je 
1,3080 | 53 | 24 | — | 97 | Lan | 0,1352 = | 1,390 | & 
2 | 3090 | 50 | 26) — | 100 | 180 10.1252) — ` 1229 |% 
3 | 3130 | 50| 38 | — |105 | 130 | 01370 | — 1,153 | $ 
ı 4j] 310 | 52! 28| — |105 | 142 || 0,1267 | — 1,247 © 
5] 3120 | 42| 20| — | 99 | 110 1 0,1288 | — 1,061 | 5 
6] 3115 | 42| 35| — | 78| 9 0138| — I 1154 | 
7| 3100 | 40 15| — 70/102) — — "1141 8 
_ Summe. . | 329 ji 186 | 185 ` 654 | 910 I — _ |0129; 8375| ` 
8 | 3110 | 52` au — j 60 135 | 0,0922 | — 0,886 ` 
9 | Aan 52) 30; — i 58/110 0,1205 | — | 1,208 | 
10 | 3130 : 55| 32. — į 105 | 145 | 01070 | — | 1110 S 
nu 1273190 | 55| 41, — | 110 | 190 j 0,0902 — ' 1,086 E 
12 3200 | 75| 42, — | 118 | 180 | 0,1039 | — ` Län |£ 
13 3205 | 70| 35 — |105 | 185/011733) — | 1030 |5 
l4 3190 | 86| 35: — | 116 | 170 | 0,1222 — '_ 1251| d 
Summe. . | 445 | 218 | 204,5, 672 |1115 || 0,7537 | 0.108; 7,561 | 
15 | 3200 | s0| 43| — |105 | 155 | 0,1248 — 1 1,093 | 
16 | 3200 | 75| 35| — |120 175| 0,1153| — 1159 |. 
17 | 3235 | 72| 48| — | 110, 1751 0,1167| — 1176 |£ 
um 18 | 3235 | 95| 52 | — | 1001205 0,1152, — | 1,153 |É 
19 | 3205 | 92! 32| — | no|19 ons — | ra l£ 
20 | 3220 | 84| 43| — |110 | 195 | 0,1050 — | 1206 |: 
21 | 3235 | 85| 45| — |103 | 188 | 0,1001: — : 1148 | A 
Summe. .. | 583 | 2 |2 298 | 271 | 758 |1288 | 0,7889 io, 1127: _ 8.076 ` 
22 | 3230 ol 48| — | 100 | 125 | 0,0881; — | 1,087 n 
23 3180 | 54, 25) — | 70 | 105 |) 0,1055 | — 1,145. 9 
24 ` 3180 | 50 | 40| — | 78 | 110 | 0,0946 | — 1,114 E 
jy 28 3150 50 28 | — | 87| 120 0,1002 | — 1,108 "TS 
26: 3170 35| 30| — | 90| 125 l 00890 | — 1,112 IS 
27 | 3180 : 40| 32] — | 90 | 135 | 00961 | — | 092 | 3 
28| 3185 aw 30| — | 821390, 0096| — ı 094 |% 
Summe.. | 325 | 233 | 206 | 597 | 850 || 0,6651 | 0,095! 7,430 ' 


Das Tier wurde noch weiter in der Glocke belassen. Am 36. Tage schied es 0,1485 g Allantoin 
aus, am 37. Tage 0,1352 g, am 38. Tage 0,1380 g; im Durchschnitt 0,1405 g täglich. 


N-ansalz 





wasser 


gh 


CG | Mühlbrum | Mühlbrunn\ Leitungs- 1 Leitungswasser ' 
Wass 


Abb. 2. 


| Zu Tabelle IH u. IV. 
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Puringehalt der Fäzes: 
Vorperiode: 17,4 mg Purin-N, erste Mühlbrunnperiode: 23,6 mg, zweite 
Mühlbrunnperiode: 52,1 mg, Nachperiode: 24,6 mg. 


II. Versuche am Menschen. 


Versuchsperson: Verfasser, 32 Jahre alt, gesund, Körpergewicht 
während der ganzen Versuchszeit ziemlich konstant, etwa 54 kg. Kost- 
ordnung s. Methodik. 


l. Versuch: 3 Tage vorher Beginn der purinfreien Kost. Täglich 
einmal normaler geformter Stuhl, nur an den zwei ersten Mühlbrunntagen 
je drei dünnbreiige Stuhlentleerungen. 
































Tabelle V. 
Din Harnmenge | Harnsäurec a Net Gesamt:-N | 
9.1 | 600 | 0,380 | 0,178 ' 0,050 | 9,305 | 
10. I. | 960 0,365 | 0,187 | 0,065 9,81 | Leitungs- 
11. E |! 800 0,354 | — — ı 9,20 wasser 
12.1. | 820 | 0,367 | 0192 | 0070 | 909 | 
13.1. || 740 0,385 u a ege. o GER | 
14. I. 760 0,377 0,162 | 0,036 | 997 ` 
15. I. 1060 0,420 — j o au ` 
16. I. | 1180 0,435 0,185 , 0,040 , 927 | 
17.I. | 770 0,337 WE E 8,9% | Karlsbader 
et | 1210 | 0350 | 0,163 | 0,046 ; 10,30 |f Mühlbrunn 
19. 1. 1120 | 0,380 e "är ez 10,10 | 
20.1. | 1020 0.385 0,158 | 0,080 ` 9742 
21. I. | 1340 , 0,387 e | 9895 || 
22.1. — 1200 | 0360 | 019% | 0076 ` 9820 | 
0,44 Leitungs- | Mühlbrunn 
wasser | 
0,02 | | 
| | 
0,40 | | 
X | | 
90,38 
E d | 
D 
X 436 ! 
è | | 
0,34 | | 
! | 
l | 
0,32 i | 
! | 
| | 
Lei 


IZ ZA A GH Zë INTERN 
Versuchstage: 


Abb. 3. 
Kurve der täglichen Harnsäureausscheidung. 
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2. Versuch: 3 Tage vorher Beginn der purinfreien Kost, täglich einmal 
geformter Stuhl, am ersten Mühlbrunntage drei dünne Stühle. 








Tabelle VI. 
Datum | geg Harnsäure | EN un wu 
Es e e SE eg Se E DER GE ee EE 
23. II. | 1080 | 0,360 , 0,151 | 0,031 9,120 |: 
24. UI 720 | 0367 , 0,155 0,032 9.005 ||| Leitungs 
25. II. | 820 0405 | 0.193 0.058 9352 JI wasser 
26. II. | 670 0,363 | 0,152 0,031 8,854 
27. II 596 0,354 u = -E 
28. II. | 1385 0439 | 0,1585 | 00125 | 9,960 ` 
1. III. | 1220 0474 | 0,194 0,0365 | 8,470 
2. UI. 1390 0410 | 0,167 0,030 9.026 | 
3. III. | 1040 0370 | 0,136 0.0132 | 8763 | rel 
4. IIT. | 1030 0400 | 0,149 0.016 8.985 runn 
5. III. | 1350 | 0378 | 0,133 0.007 8.810 
6. III. | 1020 0,368 | 0,135 0,012 8,654 | 
7. IL ! 950 0,370 | 0,132 0,009 8410 ` 
Gei | 
Leitungs-! Mählbrunn | 
wasser 
0,06 | | 
| 
0 | | 
{ | 
p" f | 
| 
VIW | i 
P | l 
GA | | 
| 
036 | 
i i 
l 
0, 
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Abb. 4. 


Kurve der täglichen Harnsäureausscheidung. 


3. Versuch: 3 Tage vorher Beginn der purinfreien Diät. Letzte Mahl- 
zeit und Flüssigkeitsaufnahme tags vorher um 148 Uhr abends. Am ersten 
Versuchstage wurde 149 Uhr vormittags und um 14 Uhr nachmittags 
je Lé Liter Leitungswasser getrunken, um 10 Uhr vormittags die in der 
Tabelle angegebene Mahlzeit eingenommen. Nach 6 Uhr abends eine 
Mehlspeise und Y, Liter Wasser; dieselbe Mahlzeit wie tags vorher um 
148 Uhr abends. Am nächsten Tage, zweiten Versuchstage, wurden genau 
dieselben Versuchsbedingungen wie am Vortage eingehalten, nur daß das 
Leitungswasser durch Karlsbader Mühlbrunn von Zimmertemperatur 
ersetzt wurde. 
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Tabelle VII. 
Veilungswassir l Mühlbrunn | u 
Leit Harn | Harn Gesamt N Harn Harn ` Gesamt-N | Anmerkung 
saure Saure 
cem mg g cem mg g | Wi 
6—7 19 137 | 0279 32 | 14,1] 0321 | 
7-8 32 170, 0392 32 | 15,7 | 0353 
8—9 25 | 139; 0,355 34 | 16.7 | 0.386 ` ww Mr: 1,,Ler. getrunken 
9—10 170 | I7 ai 23 | 144| 0300 Jm 3 De 125 Bra 
10—11 34 | 102 —— 19 | 0,178 ak 
11-12 31 | 100, 0388625 | 261 | 0345 ren Ag Aee 
(GA , 27 | 137 0634 21 | 195| 0,277 
1—2 © 41 | 204 0520 nl 20] 0451 
2—3 22] 95 0264 35 9| 0415 
3—4 | 32 12.5 0.359 45 17.4 0,422 3h Mir: I „Ltr. getrunken 
4—5 86 | 150 052 35 | 179 | 040 
6381180049 27 | 145; 0,360 
"äm | a Tonn! 4.540 | 366 208,0 | 4.348 
umme |} | 
cg N. 
70 
Jo 60 
25 50 
220 
N = 
d Jo 
S 
RO 20 
5 20 





6-7-8-9-W-N-T2-3-M-15-16-77-18 


Leit: 
Abb. 5. 


ausscheidung. 





bei Leitungswasser. 
.-...-- bei „Muhlbrunn“. 


Kurve der stündlichen Harnsäure- 


Gesamt» ‚Ausscheidung in 12 Stunden: 


bei Leitungswasser 170 mg U, 
bei „Mühlbrunn®” 28 mg U. 


4. Versuch: 


3 Tage vorher Beginn der purinfreien Diät. 





RE EI MNM-IM DER Get 
Zeit: 
Abb. 6. Kurve der stundlichen NsAus« 
scheidung im Harn. 
bei Leitungswasser. 
---..- bei „Mühlbrunn“. 





Gesamt-N» Ausscheidung: 
bei Leitungswasser 4,4g N, 
bei „Mühlbrunn“ 4,3448g N. 


Am Vor- 


tage um 1,8 Uhr abends letzte Mahlzeit: drei Eier, 200 g Brot, 50 g Butter. 
30 g Käse, 13 Liter Wasser. Am ersten Versuchstage wurde von 8 bis 9 Uhr 
l Liter Leitungswasser von 45° C getrunken, nach 6 Uhr abends eine Mehl- 
speise, um 138 Uhr abends dieselbe Mahlzeit wie tags vorher genommen. 
Am nächsten Tage, zweiten Versuchstage, von 8 bis 9 Uhr 1 Liter Mühl- 


brunn von 45°C. 
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Zu Tabelle VII. 





0 
e 8-9-O-N-12-73-M-15-16-7-R8 


Abb. 7. Kurve der stündlichen Harnmengen. 





nach Leitungswasser. 
..... nach „Mühlbrunn“. 
Gesamtausscheidung in 12 Stunden: 
bei Leitungswasser 547 ccm, 
bei „Mühlbrunn“ 366 „ 


Zu Tabelle VII. 


III 
Cuori EREA 
















ALAA, 
s TR TE 
SAHA E 
déi? 


Ar 


0 
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Abb. 9. Kurven der stündlichen Phosphors 
sáureausscheidung. 
nach 1 Liter Leitungswasser. 
„un... nach I Liter „Mühlbrunn“. 
Gesamtausscheidung P, O;: 
nach Leitungswasser 0,537, 
nach „Mühlbrunn“ 0,498. 





Zu Tabelle VII. 


rnsÄäure 
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Tess NA 
Leit: 

Abb.8. Stündliche Harnsäurcausscheidung. 
nach 1 Liter Leitungswasser. 
------ nach 1 Liter „Mühlbrunn“. 
Gesamtausscheidung in 12 Stunden: 

nach Leitungswasser 128 mg U, 

nach „Mühlbrunn“ 160 mg U. 


Zu Tabelle VII. 








CS 7- 8-9-10-N-12-73-W-15-16-17-78 
Let 
Abb. 10. Kurve der stündlichen Harns 
ausscheidung. 
nach 1 Liter Leitungswasser. 
„uno nach I Liter „Mühlbrunn“, 
Gesamtausscheidung: 
Leitungswasser 1048 cem, 
„Muhlbrunn“ 380 „ 
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Tabelle VIII. 





Bee — n mm mn — _—— —— 

















Leitungswasser | Mühlbrunn | 
FRE dl "hu = | 
Zeit | Harn un P, O; | Harn | a P. O; | Anmerkung 
ccm myg mg , cem | mg mR e ` E 
| l Fe u 
6-7 32'115 729 26 | 110 | 44,0 | 
3—8 32. 15; 729 2 | 10| 440 Maob ltr um 
8—9 58` 142; 479 64 | 185| 485 R en 
9—10 380: op 341 86 | 170] 390 
WA 280; 78) 248 38| 175| 354 | 
1-12 wm 98| 332 2 | 150] 36,2 
2—1 am 84) 330 — 23 | 127! 362 
1—2 mm 91; 400 ° 18 | 10,7) 378 
23: D RT 46.8 20, 10.1 | 402 
3—4 In Dun 414 20, 122 | 47.0 
4—5 209, 94! 46 19: 115 | 418 
5—6 20; WII 454 ` 20 ' 122| 48l 
nn wun 1183 | 537,0 || 386 |1594 | men ` 
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Über komplexe Aluminiumsalze aliphatischer Oxysäuren. 


Von 
Oskar Goldman. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der deutschen Universität in Prag.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1922.) 


Aluminium scheint nach neueren Befunden [Gonnermann !)] regel- 
mäßiger Bestandteil der Organe des tierischen Organismus zu sein. 
Das Studium seiner pharmakologischen Wirkungen gewinnt damit 
wieder an Interesse. 


Aluminiumsalze wirken in wässeriger Lösung eiweißfällend.. Zu 
Zwecken der subkutanen und intravenösen Injektion sowie zum Studium 
der Aluminiumwirkungen auf überlebende Organe sind jedoch Verbindungen 
notwendig, welche diese Eigenschaft nicht haben. Bisher wurden Lösungen 
von anorganischen Aluminiumsalzen mit Zusatz aliphatischer Oxysäuren 
verwendet?). Solche Lösungen lassen sich mit Ammoniak und Carbonaten 
neutralisieren, ja alkalisch machen, ohne daß Aluminiumhydroxyd ausfällt. 
Die Komplexsalzbildung kommt in diesen Fällen zweifellos unter Ver- 
mittlung der Hydroxylgruppen zustande. Das haben Hanus und Quadrat?) 
bewiesen und außerdem gezeigt, daß auch der Carboxylgruppe bei 
der Komplexsalzbildung eine ausschlaggebende Rolle zufällt. Werden in 
aliphatischen Oxysäuren die Hydroxylgruppen besetzt, so büßen deren 
Alkalisalze die Fähigkeit, Aluminiumhydroxyd in Lösung zu halten, ein. 
Ebenso geht aber auch diese Fähigkeit verloren, wenn die Carboxylgruppen 
durch Anhydrisierung oder Hydrazidbindung ausgeschaltet werden. Dem- 
entsprechend ist das Glycerin nicht imstande, Aluminiumhydroxyd zu 
lösen. Auch mit Milchsäure erhielten Hanus und Quadrat negative Resultate, 
woraus sie schließen, daß mehrere Hydroxylgruppen bzw. Carboxylgruppe:: 
zur Komplexbildung notwendig sind. 

Über die Konstitution solcher Komplexsalze ist wenig bekannt. Zum 
Zwecke einerseits der Gewinnung wohl charakterisierter, physiologisch, 
eventuell therapeutisch brauchbarer, nicht eiweißfällend wirkender Alu- 
minivmverbindungen, sowie zur Aufklärung der Konstitution solcher 
Komplexsalze wurde versucht, derartige Verbindungen rein darzustellen. 
Hanus und Quadrat haben zur Ermittlung der Konstitution komplexer 
Aluminiumsalze äquimolare Lösungen von Weinsäure bzw. Tartronsäure 
und Aluminiumnitrat in der Hitze mit überschüssigem Ammoniak versetzt 
und nach Eindampfen die erkaltete konzentrierte Lösung mit dem gleichen 
Volumen 96proz. Alkohol gefällt. Da sie festgestellt hatten, daß sowohl 


1) Diese Zeitschr. 88, Heft 5/6, 401— 415. 

2) Siem, Diss. Dorpot 1886. 

3) Zeitschr. f. anorgan. Chem. 63, 306. 
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weinsaures Ammon als salpetersaures Aluminium in 50proz. Aikohol 
löslich sind, betrachten sie die erhaltenen amorphen, mut Alkohol ge- 
waschenen Fällungen als rein. 

In den mitzuteilenden Versuchen wurdo folgendes Verfahren 
eingeschlagen: Eine halbnormale Lösung von Aluminiumsulfat wurde 
mit Ammoniak gefällt und der gallertige Niederschlag von Aluminium- 
hydroxyd auf der Zentrifuge so oft mit Wasser gewaschen, bis die 
wässerige Flüssigkeit gegen Lackmus neutral reagierte. Dieses frisch 
gefällte Aluminiumhydroxyd wurde mit der wässerigen Lösung der 
zu prüfenden Substanz bis zur Sättigung gekocht, der ungelöst ge- 
bliebene Rest abfiltriert und die Lösung eingedampft. 

Zunächst konnte in Bestätigung der Schlüsse von Hanus und 
Quadrat gezeigt werden, daß wässerige Lösungen von Mannit, Zucker, 
Milchsäureäthylester und Weinsäurediäthylester kein Aluminium- 
hydroxyd aufzulösen vermögen. Auch Mandelsäureamid löste kein 
Aluminiumhydroxyd, aber auch nicht mandelsaures Natrium und 
milchsaures Ammon. Mit Milchsäure versetzte Aluminiumsulfat- 
lösung läßt sich zwar in der Kälte mit Ammoniak behandeln ohne 
daß Aluminiumhydroxyd ausfällt, beim Kochen der Lösung aber, 
insbesondere wenn Ammonchlorid zugesetzt wird, tritt sofort Ab- 
scheidung von Aluminiumhydroxyd ein. Nach Kunkel (Toxikologie 
1901, S. 181) wird die Lösung auch durch Natriumphosphat langsam 
gefällt. Eine wässerige Lösung von Weinsäurediamid löste zwar 
Aluminiumhydroxyd in der Hitze reichlich auf, beim Einengen der 
Lösung kristallisierte aber ein Salz aus, welches eine freie Carboxy|- 
gruppe enthielt. Es war also eine teilweise Verseifung eingetreten. 

Außer der durch Lösen von Aluminiumhydroxyd in Weinsäure- 
diamidlösung erhaltenen Verbindung habe ich in gleicher Weise Ver- 
bindungen von Aluminiumhydroxyd mit Weinsäure, mit neutralem 
weinsauren Ammon, saurem weinsauren Kalium, neulralem weinsauren 
Natrium und in einer zweiten Reihe mit Schleimsäure, mit neulralem 
schleimsauren Ammon und schleimsaurem Natrium hergestellt. 

Alle diese Verbindungen sind komplexe Aluminiumsalze. Ihre 
wässerigen Lösungen werden von Ammoniak auch nicht bei Anwesenheit 
von Salmiak und in der Hitze gefällt. Sie fällen nicht Eiweißlösungen. 

Die Analyse dieser Verbindungen hat folgendes ergeben: 


I. Weinsaure Salze. 


Alle erhaltenen Verbindungen waren amorphe gummiartige Massen, 
bis auf das Produkt, welches aus Weinsäurediamid hergestellt worden 
war. Dieses ist kristallisiert und läßt sich aus Wasser umkristallisieren. 
Alle Verbindungen bis auf die mit weinsaurem Natrium hergestellte 
waren sauer und ließen sich mit Phenolphthalein wie die Weinsäure 
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selbst titrieren. Zur Ermittlung der Konstitution wurde neben Alu- 
minium, Natrium und Ammoniak (bzw. Stickstoff) die Basizität durch 
Titration bestimmt. Aus dieser wurde das Äquivalentgewicht berechnet. 


1. Weinsaures Aluminium. 


8 gefunden: berechnet für: 
Aquivalentgewicht.. . . 140,5 C,H,0,Al!/,: 149 
AN e aee e a A 6,30%), 5,719, 
das entspricht der Formel: 
COOH HOOC 
CHOH HOHC 
CHOH HOHC 
C0O0O--. AlL -00C 
| 
COOCHOHCHOHCOOH 
2. Weinsaures Ammonaluminium. 
gefunden: berechnet für: 
Äquivalentgewicht . . . 394,5 CH, O Na Al: 358 
Al e e a s 2 č è e e E: . 7,119, 7:060% 
N re 8,59°;, (VAN 
das entspricht der Formel: | 
COOH OOC 


CHO —HOHC 
CHO?ZA! HOHC 
COONH, NH,00C 


3. Weinsäure-Amidaluminium. 


, gefunden: berechnet für: 
Äquivalentgewicht . . . 178,2 ` C,H.O.NAl: 158 
Ooa a a e ara ees 24,9900 25,140 
H SR er ea a a 3,7209 3,179, 
N DN e e e e ENEE ENEE NEE E olo a Be 
Je e e ee ene e e ? Wu DH 0 
das entspricht der Formel: 

COOH 

CHOSA (ON) 

CONH, 


Daß nicht etwa ein weinsaures Ammonaluminium vorliegt, geht auch 
aus der Differenz der Beschaffenheiten der beiden Salze hervor. 


4. Saures weinsaures Kaliumaluminium. 


f gefunden: berechnet für: 
Äquivalentgewicht. . . 409,4 C H-O, K Al: 400 
SEENEN D 200, (kA 
das entspricht der Formel: 

COOH OOC 

CHO a< HOHC 

CHO” HOHC 

COOR KOOC 


30 * 


462 O. Goldman: 


5. Weinsaures Natriumaluminium. 


gefunden: berechnet für: C,,H,0,,Na,Al 
Ah e ag nn 49 4,479 


Na ....... ` 22,150 22,780. 
das entspricht. der Formel: 
COONa Na00C 
CHOH HOHC 
CHO OHC 
AI 
COONa „_N300C 
COONaCHOHCHOCOONa 


Eine Verbindung, wie sie Hanus und Quadrat beschrieben haben, 
habe ich nicht erhalten!). 


IL. Schleimsäuresalze. 

Zum Unterschied von den analogen Weinsäureverbindungen sind die 
Verbindungen von Aluminiumhydroxyd mit schleimsaurem Ammon und 
schleimsaurem Natrium kristallisiert, nur das schleimsaure Aluminium ist, 
wie das analoge Weinsäuresalz, eine amorphe, gummiartige Masse. 


1. Schleimsaures Aluminium. 
gefunden: berechnet für: 
Äquivalentgewicht.. . . . . 206,2 C.H,0,Al: 234 
Al 10,840 11,480% 


das entspricht der Formel: 


2. Schleimsaures Ammonaluminium. 


gefunden: berechnet für: 
Allee Bunte EEN 9,420, GH, ON: Al: 10.109, 
d DEE ee EEN 10,09), 10.45 °,, 


das entspricht der Formel: 


COONH, 


Zum Unterschied von der analogen Weinsäureverbindung blieb die 
in der Hitze hergestellte Lösung neutral und auch das kristallisierte Salz 
ist neutral. 
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3. Schleimsaures Natriumaluminium. 


gefunden: berechnet für: 
Ale a re A ët A 9,629), C,H,0,Na, Al: 9,749, 
INA. a eu en 16,90°;, = 16,549, 


das entspricht der Formel: 


Von den angeführten Verbindungen ist bloß das Weinsäure 
aluminium beschrieben. 

Baudran!) beschrieb eine dem Brechweinstein analoge kristallisierte 
Aluminiumverbindung, deren Darstellung jedoch Rosenheim und Vogel- 
sang?) und ebenso Grossmann?) nicht gelungen ist. 

Aus dem Zusammenhalte dieser Versuche ergibt sich, daß trotz 
Vorhandenseins von zwei Carboxylgruppen zur Komplexsalzbildung 
mindestens vier Hydroxylgruppen notwendig sind, die, wenn nicht 
in einem Molekül vorhanden, von mehreren geliefert werden. Eine 
Ausnahme bildet bloß das Weinsäureamidaluminium. Bemerkenswert 
ist auch, daß die Schleimsäureverbindungen alle mit Ausnahme des 
schleimsauren Aluminiums kristallisiert sind, während in der Wein- 
säurereihe alle bis auf das Amid amorph sind. Das Weinsäureamid- 
aluminium ist von den beschriebenen die aluminiumreichste und wird - 
sich daher für die eingangs genannten Zwecke am meisten empfehlen. 


Experimenteller Teil. 
1. Weinsadurediäth ylester. 


Es wurde nach den Angaben von Fischer und Speier*) vor- 
gegangen. 40g Weinsäure wurden in 160g Alkohol (absolut) gelöst 
und in die Lösung trockenes Salzsäuregas eingeleitet bis die Flüssig- 
keit 1,6g Gewichtszunahme zeigte und dann am Wasserbade 
4 Stunden unter Rückflußkühlung gekocht. Hierauf wurde trockenes 
Natriumcarbonat eingetragen, filtriert, im Vakuum destilliert, und 
der bei 162° und 19mm Druck übergehende Anteil besonders auf- 
gefangen. Bei andauerndem Kochen des Esters mit Aluminium- 
hydroxyd in wässeriger Lösung trat Verseifung ein. 


1) Ann. chem. 19, 567. 

2) Zeitschr. f. anorgan. Chem. 48, 206, Anm. 
21 Ph. Chem. 57, 543. 

t) B. 28, 3252. 
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2, Weinsdurediamid. 


In die wasserfreie alkoholische Lösung des Diathylesters wurde 
trockenes Ammoniakgas eingeleitet. Es schieden sich als voluminöser 
Niederschlag die glänzenden Kristalle des Weinsäurediamids aus, 
welche nach dem Absaugen im Exsikkator getrocknet wurden. Ge- 
fundener F.-P. 194° [nach Angabe Beilstein schmilzt das Weinsäure- 
diamid bei 195%). Das Weinsäurediamid reagiert in wässeriger Lösung 
neutral, löst leicht beim Erwärmen Aluminiumhydroxyd auf und 
behält dabei seine neutrale Reaktion. Beim Einengen der Lösung 
am Wasserbad, wie auch bei normaler Temperatur wird jedoch die 
Lösung sauer. Es kristallisiert ein weißer Körper aus, der aus 
Wasser umkristallisiert wurde. Er wurde im Exsikkator bis zur Ge- 
wiehtskonstanz getrocknet und analysiert: 

0,2134 Substanz gaben 0.1955 CO, 
0.0711 H,O 

01354. „00128 N 8.710, N 

0.1259 S „008311 Al,CO, = IIIe Al 

Das Aluminium wurde durch Verglühen der Substanz bestimmt. 
0,1462 Substanz brauchten bei der Titration gegen Phenolphthalein 
8,2ccm n/lO NaOH. Daraus ergibt sich das Äquivalentgewicht 
zu 178,2. Dies entspricht der folgenden Formel: 


gefunden: berechnet für: C,H,O,NA! 


24.990 C 
3,720, H 


ll 


COOH OG 24.000, C 25.140, 
CHO. H 372" H 317°, 
CHo> Al (OH) N 8710, N 733°, 
CONH, Al 13.110, Al 14.190, 

O 40.470) O 50.170, 


Die Formel verlangt ein Säureäquivalentgewicht = 158. 

Es sei hier beiläufig bemerkt, daß ich versucht habe, in der an- 
geführten Art eine analoge Verbindung mit Caleium und Magnesium 
darzustellen, was aber nicht gelang. 


3. Weinsaures Aluminium. 


Bis zur Sättigung wurde in der Siedehitze Aluminiumhydroxyd 
in wässerige Weinsäurelösung!) eingetragen, filtriert und am Wasser- 
bad eingedampft. Es bildete sich eine gummiartige Masse, die im 
Exsikkator getrocknet, amorph war und sich pulverisieren ließ. Ihre 
Lösung reagiert gegen Lackmus sauer. 

0.4525 Substanz ergaben durch Verglühen 0,0574 Al,O, 
= 0,0207 Al, 

0,2080 Substanz verbrauchten zur Neutralisation (Indikator 
Phenolphthalein) 14,8 cem NaOH ali, 


I) Die zu allen Versuchen verwendete Weinsäure war aschefrei. 
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woraus sich das Äquivalentgewicht 140,5 berechnet, so daß die Ver- 
bindung nur der Formel: 


COOH HOOC gefunden: berechnet für: 
CHOH HOHC C,H,O, Al, = 149 Äqu.-Gew. 
CHOH HOHC | 
C00-—--Al--—00C 6,30%, Al 5,7191, Al 
BR i ’ 
COOCHOHCHOHCOOH 


entsprechen kann. 


4. Weinsaures Ammonaluminium. 

Neutrales weinsaures Ammon ergab bei der analogen Behandlung 
mit Aluminiumhydroxyd ebenfalls eine amorphe Verbindung mit 
folgendem Analysenbefund: 

0,2525 Substanz ergaben 0,0226N (nach Kjeldahl) 
0,2525 Substanz ergaben durch Verglühen 0,0370 Al, O, 
= 0,01962 Al, 
0,2525 Substanz verbrauchten zur Neutralisation 
6,40 NaNH n/10, 
woraus sich das Äquivalentgewicht 394,5 ergibt. Daraus läßt sich 
folgende Konstitutionsformel erschließen: 


gefunden: berechnet für: 
COOH OOC C: HiO NAl = 358 Äqu.-Gew. 
CHO. a HOHC 
CHO? HOHC 7779, Al 7.569, Ai 
COONH,NH, OOC 8.95%, N 7,82°, N 


5. Saures weinsaures Kaliumaluminium. 
Bei analogem Vorgehen wurde eine amorphe Masse von saurer 

Reaktion erhalten. 

0,1076 Substanz ergaben 0,0105 Al, O}, 

0,1396 Substanz brauchten zur Neutralisation 3,41 cem 

NaOH n/10, 

woraus sich das Äquivalentgewicht 409,4 ergibt. Diesem Befund 
entspricht folgende Formulierung: 


gefunden: berechnet für: 
COOH 00C C H,O, K Al = 400 Äqu.-Gew. 
CHO a HOHC 
CHO? HOHC 5.290, Al 6,7791, Al 
COOK KOOC 


6. Weinsaures Nalriumaluminium. 

Analog dargestellt, war es gleichfalls eine amorphe, gummiartige, 
weiße Masse, die sich getrocknet pulverisieren ließ. Zur quantitativen 
Bestimmung des Natriums neben Aluminium wurde die organische 
Substanz auf dem Baboblech mit Salpetersäure und Schwefelsäure zer- 
stört und der trockene Rückstand (Al, (ISO, + Na, BA gewogen, die 
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Sulfate in verdünnter Schwefelsäure gelöst und das Aluminium als 
Aluminiumhydroxyd gefällt und bestimmt. Aus der Differenz wurde 
das Natrium berechnet. 


0,15% Substanz geben, 0,1490 Gesamtsulfate, darin 
0,0120 Al,O, = 0,00634 Al = 4,004°/, Al = 0,040216 Al, (SO,);- 
Es verbleiben für Na, BO, 0,10378 = 0,03522 Na = 22,15 °/,Na. 
Das Verhältnis von Aluminium: Natrium betrug 1: 6,51. 
Dieses Analysenresultat entsprach der Konstitutionsformel: 


gefunden: berechnet für: 
or ne Cia Ho Ois Nas Al 
CHO O 
CHO Al OHC 409°,Al 4.47% Al 
COONa | NaOOC 22.15%, Na 22.78°,Na 
(OONaCHOHCHOCOONa berechnetes Verhältnis Al: Na = 1:6. 


7. Schleimsaäure. 


Die Schleimsäure wurde durch Behandeln von Milchzucker mit 
konzentrierter Salpetersäure auf dem Wasserbade erhalten. F.-P. 215° 
(nach Beilstein schmilzt sie bei 213°). Sie ließ sich mit NaOH und 
Phenolphthalein als zweibasische Säure titrieren. 

0,0866 Substanz verbrauchten 8,02NaOH n/10. Das daraus be- 
rechnete Äquivalentgewicht beträgt 108, für Ce Hate berechnet: 105. 


8. Schleimsaures Aluminium. 


Die Schleimsäure ist in Wasser schwer löslich. Leicht dagegen 
das Aluminiumsalz. Aluminiumhydroxyd und Schleimsäure wurden 
mit weniger als der zur Lösung der Schleimsäure notwendigen Wasser- 
menge gekocht, filtriert und eingedampft. Es hinterblieb eine gummi- 
artige, amorphe Masse, die über Schwefelsäure getrocknet wurde. 

0,1306 Substanz ergaben 0,0267 Al,O, = 0,01416 Al, 
0,1130 Substanz brauchten zur Neutralisation 
5,52 NaOH n/10 = 206 Äqu.-Gew. 


COOH gefunden: berechnet für: Ce H; O, Al 
CHOH 

CHOH 10.84? Al 11.480 Al 

C H d k Ap D 

CHO Al 206 Aqu.-Gew. 234 Aqu.-Gew. 
COO 


9. Schleimsaures Ammonsluminium. 

Es wurde versucht, das Schleimsäureamid über das Säurechlonid 
darzustellen. 20g Schleimsäure (1 Mol) wurden mit 50g Phosphor- 
pentachlorid (2 Mol) versetzt und im Ölbad auf 110° erhitzt. Die 
Reaktion verlief stürmisch, das Produkt wurde in kaltes Wasser ge- 
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gossen, in dem es sich abschied. Das umkristallisierte Produkt erwies 
sich jedoch als chlorfei und bei der Analyse ergaben sich für 
Schleimsäure stimmende Werte. Auch die Darstellung auf dem ge- 
wöhnlichen Wege über den Äthylester gelang nicht. Eine Analyse 
des nach der Chlorierung erhaltenen Produkte ergab: 


0,2880 Substanz 0,3688 CO, = 0,1006 C 
0,1446 H,O = 0,0161 H 


gefunden: berechnet für: Ce Hee 
34,930), C 34,060, C 
5,61°, H 4,80%, H 


Durch Behandlung mit Ammoniak wurde eine kristallisierte Sub- 
stanz erhalten, welche neutral reagierte und mit Aluminiumhydroxyd 
in wässeriger Lösung gekocht wurde. Beim Eindampfen kristallisierte 
ein Körper aus, der sich aus Wasser umkristallisieren ließ. 

Gefundener F.-P. 231° unter Zersetzung. Bei der Elementar- 
analyse wurde eine reduzierte Kupferspirale am Ende der Ver- 
brennungsröhre vorgelegt. 


0,1328 Substanz geben 0,1242 CO, = 0,03391 C 
0,0756 H,O = 0,00845 H 

0,1437 K ep 0,0145 N 

0,138 0,02360 Al,O, = 0,01251 Al 


?9 


Zur Bestimmung der freien OH-Gruppe wurde nach Skraup mit 
Essigsäureanhydrid azetyliert (als Katalysator eine Spur Schwefel- 
säure zugesetzt). Aus dem Essigsäureanhydrid kristallisierte eine 
Substanz aus, welche unter Zersetzung ebenfalls bei 231° schmolz. 
Zur Verseifung wurde 1,5637 Substanz mit 150cem NaOH n/lÜ am 
Rückflußkühler gekocht. Verbraucht wurden 119,7 ccm NaOH n/10, 
was einem Äquivalentgewicht von 130.entspricht. Das spricht dafür, 
daß das der Verseifung unterworfene Produkt schleimsaures Amon- 
Aluminium war mit einem Molekulargewicht von 271. Für die Alkali- 
bindung unter Abspaltung des Ammoniaks berechnet sich ein Äqui- 
valentgewicht von 135.5. Es war also keine Azetylierung eingetreten. 
Die Analyse entspricht der Formel: 


COONH, gefunden. berechnet für: C,H „O,N, Al 
CHOH 25,530, C 26.86 ty € 

CHO, 6,37%, H 6,01 ° H 
CHO-AI 10.090 N 1045, N 

CHO/ 9,420), Al 10,10 ie Al 
COONH, 


Zur Kontrolle habe ich Aluminiumhydroxyd und schleimsaures 
Ammon in der Hitze in Wasser gelöst und beim Eindampfen den 
gleichen kristallinischen Stoff erhalten. 

0,1655 Substanz ergaben 0,0196 N = 11,60°/,N, 
0,1145 Substanz ergaben 0,0195 Al,O, = 9,03°/ Al. 
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10. Schleimsaures Natriumaluminium. 


Neutrales schleimsaures Natrium wurde in wässeriger Lösung mit 
Aluminiumhydroxyd erhitzt, das Filtrat lieferte beim Eindampfen 
ein kristallisiertes Salz. Die Bestimmung des Natriums und Alu- 
miniums erfolgte wie bei der analogen Weinsäureverbindung. 

0,1008 Substanz ergaben 0,1131 Sulfate, darin 

0.0183 Al, O, = 0,009705 Al = 9,628°/, Al = 0,0613 Al, (S0, 

für Na,SO, verbleibt 0,0518 (Na,SO,) = 0,01677 Na = 16,90°/, Na. 


Das gefundene Verhältnis von Aluminium zu Natrium = 1:2. 


COONa gefunden: berechnet für: C,H; O; Na, Al 
CHOH 

CHO 16.900 , Na 16.540 Na 

CHO "A 9,62", Al 0240, Al 

CHO” 


COONa Al: Na =1:2 1-2 


Zur Methode der chemischen Blutuntersuchungen. 


V. Die Bestimmung des Zuckers im Blute. 


Von 
Alma Rosenthal. 


(Aus der III. medizinischen Abteilung und dem chemischen Laboratorium 
des Kaiserin-Elisabeth-Spitals in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Unter „Blutzucker“ versteht man heute die Gesamtreduktion des 
Blutes, an der außer Traubenzucker noch andere reduzierende Sub- 
stanzen beteiligt sind, die aber im Blute in so minimaler Menge 
vorkommen, daß sie vernachlässigt werden können. 

Für die Bestimmung des Blutzuckers kennen wir folgende 
Methoden. 

I. Reduktionsmethoden. 

l. Die Methode von Pflüger- Allihn; 2. die maßanalytische Methode 
von Bertrand; 3. die Mikromethode von Bang; 4. die modifizierte 
Methode von Bang; 5. die Methode von Mac Lean: 6. die Methode 
von Hagedorn. 

IL Kolorimetrische Methoden. 

Methode von Folin usw. 


HI. Bestimmung des Zuckers mittels Polarisation. 


Von diesen Methoden werden heute ausschließlich in der Praxis 
die Reduktionsanalysen verwendet, die, wie gesagt, nicht den Trauben- 
zucker allein, sondern die gesamte Reduktion des Blutes bestimmen. 
Von den hier erwähnten Reduktionsmethoden findet die Methode 
von Bertrand und Bang am meisten Anwendung. 

Allen Methoden, die auf die Reduktion des Kupferoxyds beruhen, 
haften große Mängel an, die sich in folgende Punkte zusammen- 
fassen lassen: 

l. Ist das gebildete Kupferoxyd außerordentlich labil, so daß 
die Dauer des Erhitzens von größtem Einfluß ist; 2. hängt die 
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Richtigkeit der Bestimmung von der Intensität des Erhitzens ab; 
3. Macht sich der Einfluß des Sauerstoffs der Luft durch Rück- 
oxydation oft störend bemerkbar. 

Wie wenig alle Kupfermethoden (Bertrand, Bang, Mac Lean) 
trotz ihrer kolossalen Verbreitung im Grunde befriedigen, kann man 
aus der Anzahl der Modifikationen ersehen, die für Blutzucker- 
bestimmungen ausgearbeitet wurden. 


Tabelle I. 
Vergleichende Zuckerbestimmungen nach Bertrand und Hagedorn. 














| | | Bertrand | Hagedorn 








Datum | Name l ; Material 
EN, aa e we aaa ea a EE 
17. VI. 1922 Ott. lO oan ` 6.36 | Harn 
R ` 228 2,3 %;, Glukose- 
25. II. 1922 = | SS a IN Wei 
| 104.2 106,4 0,100 %9 
1 Ze E | 103,8 | 107,0 | atukoselözung 
3. III. 1922 Maria Kö. 125 | 1240 | Gesamtblut 
8. IJI. 1922 Wer. 81,52 | 82,0 | eg 
11. 111. 1922 Hill. 177,8 177 | 
15. III. 1922 Win. 89 en ` 
24. III. 1922 Vorb. 235 200 
3. IV. 1922 Raup. d 80,6 
S : 27,0 38,5 
24. V. 1922 Ellaavigl. 93 | 42.0 
16. VI. 1922 ` Anton C. 146,6 132,8 3 
21. VI. 1922 | Kou. 4610 | 4,582 Harn 


Die meiste Anwendung findet gegenwärtig die Mikromethode von 
Bang. Vor einigen Jahren hat M. Richter Quitiner theoretische Ein- 
wände gegen die Mikromethode von Bang erhoben, die von zahl- 
reichen Autoren anerkannt wurden. Wir hatten seitber Gelegenheit, 
uns eingehend mit der Mikromethode von Bang zu befassen und 
kommen auf Grund unserer eigenen Erfahrungen zu folgender Ansicht: 

Die Methode von Bang hat vor allen übrigen Methoden den 
großen Vorzug, daß man mit Hilfe dieser Methode imstande ist, in 
wenigen Tropfen Blut eine Bestimmung auszuführen. Die Präzisions- 
wage von Hartmann und Braun gestattet 80 bis 100 mg Blut mit 
hinlänglicher Genauigkeit abzuwägen. Die Wägung läßt sich in 
wenigen Sekunden bewerkstelligen, so daß eine Wasseraufnahme oder 
Wasserabgabe während der Wägung praktisch nicht in Betracht 
kommt. Wir konnten uns in Übereinstimmung mit den Angaben der 
Literatur durch Bestimmungen von Glukoselösungen davon über- 
zeugen, daß die Originalmethode von Bang in wässerigen Gluko- 
lösungen richtige Resultate liefert. Für die Bestimmung des Zuckers 
im Blute wird ein Tropfen Blut auf einem kleinen Stückchen eigens 
präparierten Filtrierpapiers aufgefangen, der Zucker mit einer Uranyl- 
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Tabelle II. 
V men Zuckerbestimmungen nach Bang und Hagedorn. 


Hugedorn | Bang 








Datum | Bezeichnung 


x E BEN mg Din 100cem ` mg D in 100 CN ) Beete 

0. L mm dl, Di Mi» 
8. VI. 1922 ee 100.0 | 1020 ES 

24. I. 1922 B ro 120.4 | 120.0 = 

12. VI. 1922 k e SC | ou — 

18. VI. 1922 Mao 78,8 Gg = 
3. ut. 1922 Defibriniertes 00.56 Ka | = 
ee ` (7 2500 ` Extrktiomsfincigke 
15,11. ee jan 150,98 `  Fxtraktionsflüssiskeit 
16. VI. 1922 P am oun Extraktionsflüssigkeit 
3. IIL 1922 Kapillarblut 1240 ` äi = 

15. II. 1922 Kapillarblut re = 

- 16. VI. 1922 Kapillerblut 164.0 eo = 

14. VI. 1922 Kapillarblut © 80.56 gees = 

12. III. 1922 Kapillarblut Ä 120,46 os = 

15. VI. 1922 Serum 1500 200,24 ea 
15. VI 1922 Serum 200,04 u flüesigkeit kein Fiweiß 


s chem. nachweisbar 


acetatlösung extrahiert, während das Eiweiß am Filter haften soll. 
Auf diese Weise umgeht Bang das zeitraubende Enteiweißen des 
Blutes. Unsere Versuche (Tabelle II) haben gezeigt, daß es tatsächlich 
möglich ist, im Kapillarblut, das direkt aus der Fingerbeere auf- 
gefangen wurde, eiweißfreie Extraktionsflüssigkeiten und daher richtige 
Zuckerwerte zu erhalten. Verwendet man aber an Stelle des Kapillar- 
blutes Aderlaßblut, das durch Schütteln mit Glasperlen defibriniert 
wurde, oder Natriumceitratblut oder Plasma oder Serum, so erhält man 
niemals eiweißfreie Extrakte (Tabelle II). Man erhält dann selbst. 
redend viel zu hohe Zuckerwerte, da das Eiweiß bekanntlich große 
Mengen von Jod zu binden vermag. Diese Resultate, diean Hunderten 
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von Fällen beobachtet wurden, lassen sich folgendermaßen erklären: 
Das Kapillarblut, zu welchem keine gerinnungshemmende Mittel zu- 
gesetzt wurden, gerinnt während der Extraktion am Filter. In 
solchen Fällen haftet das Eiweiß fest am Filter, und der Zucker 
kann mit Uranylacetat extrahiert werden. Ist aber die Gerinnung 
der Flüssigkeit am Filter nicht mehr möglich, so geht immer Eiweiß 
in die Extraktionsflüssigkeit über und man erhält falsche Werte. 

Es muß aber hierzu bemerkt werden, das Csaki im Gegensatz 
von uns auch im Plasma nach der Originalmethode von Bang richtige 
Werte erhält, wenn er das Blut so schnell zentrifugiert, daß keine 
Gerinnung eintritt und das Plasma erst nach der Wägung am Filter 
gerinnt. Es ist uns nicht gelungen, mit Hilfe dieser komplizierten 
Technik richtige Werte zu erhalten, und wir können daher die Original- 
methode von Bang nur für das Gesamtblut empfehlen. Nach unseren 
Beobachtungen verliert aber die Methode von Bang dadurch viel an 
praktischem Wert, da es ja in der Mehrzahl der Fälle darauf an- 
kommt, die Zuckerkonzentration im Plasma bzw. Serum neben dem 
des Gesamtblutes zu kennen. Für die Bestimmung des Plasmas läßt 
sich die modifizierte Methode von Bang nach Richter-Quittner ver- 
wenden. Aber auch der von Richter-Quittner modifizierten Methode 
haften die obengenannten Mängel der Kupfermethoden an. Es war 
daher als großer Fortschritt zu begrüßen, daß Hagedorn vor einem 
Jahr eine Methode angegeben hat, der ein vollkommen anderes Prinzip 
zugrunde liegt. Leider ist es uns nicht gelungen, genau nach der. 
Vorschrift von Hagedorn brauchbare Resultate zu erhalten, und wir 
haben sie in einigen unwesentlichen Punkten abgeändert. 

Da die Methode bisher nicht in deutscher Sprache erschienen 
ist, möchte ich hier die Methode von Hagedorn in der von uns aus- 
gearbeiteten Modifikation genau beschreiben: 

Das Prinzip der Kaliumferriceyanidmethode von Hagedorn beruht 
darauf, daß Kaliumferrieyanid von Zucker zu Kaliumferrocyanid 
reduziert wird. Es muß in der Lösung immer ein Überschuß von 
Kaliumferricyanid vorhanden sein. Das überschüssige, nicht reduzierte 
Kaliumferrieyanid wird maßanalytisch auf jodometrischem Wege 
bestimmt. 


Erforderliche Lösungen: 
l. Kaliumferrievanid: 1,6400 g K.FeCN,, 
10,6 g NaCO, im Liter. 

2. Kaliumjodid (KJ): 5g KJ, 

10x ZnSO,. in 200 cem Wasser gelöst, 

50g NaCl, 
Eisessig. 
l proz. lösliche Stärkelösung. 
n.200 Natriumthiosulfatlösung. 


SET a 
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Ausführung: 


l ccm Blut, Plasma oder Serum werden in der gewöhnlichen Weise 
init Metaphosphorsäure oder Natriumwolframat enteiweißt und der Nieder- 
schlag ausgewaschen. Das Filtrat soll genau 100 ccm betragen. Das Filtrat 
wird mit Beem der Kaliumferri- 
eyanidlösung versetzt und indirekt 
durch Einleiten von Wasserdampf 
(Abb. 1) genau 3 Minuten erhitzt, 
wobei zu achten ist, daß die Tem- 
peratur der Lösung nicht über 85° 
steigt und nicht unter 75° beträgt. 
Man spült das Einleitungsrohr mit 
destilliertem Wasser ab und läßt 
erkalten. Nun werden 5ccm der 
Kaliumjodidlösung zugesetzt, mit 
einigen Tropfen Essigsäure ange- 
säuert und als Indikator einige 
Tropfen der Stärkelösung zugefügt. 
Man läßt das Ganze einige Minuten 
stehen und titriert mit n/200 Ne- 
triumthiosulfatlösung von blau auf N, 





farblos. Die Anzahl der ver- 
brauchten Kubikzentimeter Na- 
triumthiosulfat wird von der Anzahl Kubikzentimeter Natriumthiosulfat, 
die im Blindversuch verbraucht wurden, abgezogen und aus dieser Differenz 
der Zuckergehalt mittels nachfolgender Tabelle berechnet. 


Abb. 1. 








Kaliumferricyanid | Zucker Kaliumfcrricyanid | Zucker 
cem | mg cem | mg 
0,10 Ä 0,017 1,10 0,195 
0.20 | 0.035 1.20 0,214 
0,30 | 0,053 1,30 0,232 
0,40 | 0,070 1,40 0,251 
0,50 0.088 1.50 0,270 
0.60 0,106 1,60 0,290 
0,70 0,124 1,70 0,310 
0,80 0,141 1,80 | 0,331 
0.90 0.159 1.90 | 0.335 
1,00 0,177 2.00 0,384 


Diese Methode liefert bei sorgfältigem Arbeiten sehr gute Werte. Es 
ist unerläßlich, vor jeder Bestimmung einen Blindversuch auszuführen. 
Ferner ist darauf zu achten, daß die n/200 Natriumthiosulfatlösung nicht 
zu alt ist. Lösungen, die älter als höchstens acht Tage sind, verändern 
sich, speziell bei warmer Witterung und sind unbrauchbar. 


Die hier angegebene Methode unterscheidet sich von der Original- 
vorschrift von Hagedorn in folgenden Punkten: 

1. Verwenden wir eine genau gemessene Menge Flüssigkeit (100 cem), 
da selbstredend die Intensität des Erhitzens in einer gegebenen Zeit 
von dem Volumen abhängig ist. 
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2. Verwenden wir an Stelle des Erhitzens im Wasserbad das 
indirekte Erhitzen nach der Vorschrift von Bang. 

3. Wird durch unsere Art des Erhitzens die Flüssigkeit nie höher 
als auf 85° erhitzt, während Hagedorn die Flüssigkeit 15 Minuten lang 
im Wasserbade kocht. Wir haben uns in zahlreichen Versuchen 
davon überzeugt, daß man durch Erhitzen auf mehr als 90° aus- 
nahmslos zu hohe Werte erhält. Blindversuche der Tabelle IV zeigen, 
daß durch zu starkes Erhitzen ein Teil des Kaliumferrieyanids zer. 
stört wird. Nur bei der oben angegebenen Vorschrift — Erhitzen 
von 100cem Flüssigkeit durch 3 Minuten auf höchstens 85° — 
konnten wir richtige Werte erhalten. 

Die Kaliumferrieyanidmethode hat vor den übrigen Reduktions- 
methoden den großen Vorteil, daß das Kaliumferrieyanid bei weitem 
nicht so labil wie das Kupferoxyd ist 


Tabelle III. 
Blutzuckerbestimmungen bei Diabetikern!) (Hagedorn). 





Blutkä mg D | mg D mg D 
Datum Name Material x GC: in 100 cem in 100 ccm in 100 ccm 
SS Blut. | Serum Blutk. 


f 


Blut d. Schütteln | 42,0 | 145,0 246 120 





le "EE defibriniert > 420 | 146,2 243 

9. 11.1922 Holm Daie | 400 | en so 2m 
10. V. 1922 KE dasselbe | ai Sa ug 
15.111.1922 Winter eg A5 Sn 1400 | 100 
e 1022 Kochberger Biat A, Schingen 9 | 18 19. | a 
2. VI. 1922 Binder | dasselbe Oe le: Më 81,3 


Tabelle IV. 
ENER 





Menge Kalium» pn AN) 

Flüssigkeit Zeit Temperatur ferricyanid | Natrium« Differenz 
cem | ccm | thiosulfat 
wm ` ` 2 660 3 2.98 0,02 
— KN 76° 3 _ 
= A vom = 1,75 1,25 
-— 6’ 999 -= 1,58 1,42 
= 8’ mum Gë 1.29 1,71 
e 10' mg = 1,15 1,85 
150 4’ 70° 5 4,94 0,06 
150 4' 76° 5 5 — 





1) Das Vorkommen von Zucker in den Blutkörperchen bei Diabetes 
soll später von klinischer Seite besprochen werden. 
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Zum Schluß möchte ich noch auf eine Beobachtung aufmerksam 
machen, die mir für die Technik der Blutzuckerbestimmungen von 
Interesse zu sein scheint. Es ist lange bekannt, daß der Zucker- 
gehalt des Blutes beim Stehen an der Luft abnimmt. Dieser Vor- 
gang, Glykolyse genannt, wurde auf eine Fermentwirkung zurück- 
geführt. Eigene Beobachtungen haben aber ergeben, daß nicht nur 
der Zuckergehalt des Gesamtblutes, sondern auch der von Plasma 
und Serum, ja selbst von wässerigen, sterilen Traubenzuckerlösungen, 
wie Versuche der Tabelle I zeigen, stark abnimmt. Es hat daher 
den Anschein, daß die Zerstörung des Zuckers nicht auf eine Ferment- 
wirkung, sondern eher auf eine Oxydation des Zuckers durch den 
Sauerstoff der Luft zurückzuführen ist. Für die Praxis der Blut- 
zuckerbestimmung ergibt sich aus diesen Beobachtungen die Kon- 
sequenz, daß man die Zuckerbestimmung sofort nach der Blutentnahme 
ausführen muß, und daß man Zuckerbestimmungen niemals im Serum 
ausführen darf, das durch spontane Gerinnung gewonnen wurde, 
sondern immer nur im Plasma oder Schüttelserum, das sofort nach 
der Blutentnahme durch Zentrifugieren gewonnen wurde. 


Literatur. 


Ivar Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung 85, 1920. — Ladis- 
laus Csaki; Wien Arch. f. innere Med. 8, 219, 1921. — H. C. Hagedorn; Blod- 
sukkerregulationen hes mennesket. Kopenhagen 1921. — M. Richter 
Quitiner, diese Zeitschr. 96. 92, 1919. 
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Zur Kenntnis der Keratinisation. 


Von 
Ubaldo Sammartino (Rom). 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1922.) 


Der auffällige Umstand, daß eine Gruppe von Eiweißsubstanzen, 
welche sonst alle Reaktionen der Eiweißkörper geben, in Wasser- 
und Salzlösungen unlöslich sind und auch der Einwirkung der eiweiß- 
verdauenden Fermente gegenüber sich völlig resistent verhalten, haben 
von jeher die Aufmerksamkeit der Chemiker auf sich gelenkt. Da allem 
Anschein nach die Verhornung auf dem Übergang eines löslichen 
Eiweißkörpers, entweder der Albumin- oder Globulingruppe in den 
Epithelien in ein unlösliches, resistentes Gewebe beruht, hat man 
vorerst auf zwei besonders wichtige Umstände, welche eine Differenz 
bilden, hingewiesen. Es war sehr auffällig, daß die Keratine einen 
weitaus höheren Schwefelgehalt haben, als etwa Serumalbumin oder 
Sarumglobulin. Weiterhin hat sich das Keratin bei der präparativen 
Darstellung des Tyrosins als das klassische Material herausgestellt, 
da es ungemein reich an dieser aromatischen Aminosäure ist. Dieser 
große Schwefelgehalt der Keratine hat Drechsel seinerzeit zu der 
Annahme veranlaßt, daß die Verhornung darauf beruht, daß in den 
Eiweißkörpern Schwefel an Stelle des Sauerstoffes tritt. Seitdem 
man aber weiß, daß der Schwefel in den Keratinen, sowie in den 
meisten Eiweißkörpern lediglich in Form der schwefelhaltigen Amino- 
säure, dem Cystin, enthalten ist und nur einzelne Eiweißkörper auch 
noch in anderer Form gebundenen Schwefel enthalten, so kann man 
sagen, daß die Keratinisation vorerst darauf beruhen muß, daß der 
schwefelhaltige Cystinanteil der Eiweißkörper erhöht wird oder, was 
noch viel wahrscheinlicher ist, daß der Abbau von anderen Aminosäure- 
gruppen erfolgt und der Cystingehalt des nun anscheinend durch 
Abbau entstehenden Eiweißkörpers dadurch erhöht erscheint. Es 
ist aber sehr merkwürdig, daß die Keratine verschiedener Provenienz 
schr verschiedene Mengen von Schwefel und daher auch von Cystin 
enthalten, Schwefelmengen, die Unterschiede von 100°/, unter den 
verschiedenen Arten von Keratinen ausmachen, so daß die Cystin- 
menge in den verschiedenen Keratinen bis doppelt so groß sein 
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kann. Wenn man bedenkt, daß Federkiele CDN dunkle Frauen- 
haare 5,34°%/, Schwefel enthalten und die verschiedenen anderen 
Keratinarten Schwefelwerte, die zwischen beiden Größen schwanken, 
zeigen, und wenn man bedenkt, daß selbst bei derselben Tierart am 
selben Gewebe große Differenzen im Schwefelgehalt des Keratins zu 
beobachten sind, da z. B. die Kiele der Gansfedern 2,59°/,, die Feder- 
fahnen 3,160, und die Daunen gar 3,689, Schwefel enthalten, so 
muß man sich doch der Ansicht zuneigen, daß die Keratine unter 
solchen Umständen verschiedenartige, der Quantität nach abgebaute 
Eiweißkörper darstellen, die ja nach der Größe des abgebauten 
Stückes nun reicher oder ärmer an Cystin sind, und deren Cystin- 
gehalt aus der höchsten Schwefelzahl errechnet über 20°/,, also rund 
Il: des Eiweißkörpers ausmacht und aus der niedrigsten Zahl er- 
rechnet fast 10°%/, beträgt. [Diese Zahlen sind errechnet aus der 
Arbeit von P. Mobil, 

Der Durchschnittsgehalt der Keratine von 2,9°/, schwankt 
zwischen 1,32°/, bei der Elefantenepidermis und 5,7°/, bei Menschen- 
haaren, was einem Cystingehalt von 14°/, entspricht. 


Bei der direkten Darstellung des Cystins aus verschiedenen Horn- 
substanzen hat Hans Buchtala ?) folgende Werte erhalten: 


I. Menschenhaare 1. . . . . . 14,03% Cystin 

D Der ni ar 12,980, Ve 

de Se re E E NW 

IL Menschennägel . . . . ....515% » 
III. Roßhaare . . . 2. ..2..2..2.2798°9 gy 
IV. Pferdehufe `... 3,2005 on 
V. Rinderhaare `, 7279, Ss 
VI. Rinderklauen. e, 5,3703 = 
VII. Schweineborsten . . . . . . 7,220, jð 
VIII. Schweineklaven ... 2,17% a 


Die Menschenhaare gehören also zu den cystinreichsten Gebilden. 

S.G. Hedin fand 2,25% Arginin im Keratin 3), also viel mehr als im Blut- 
serum und im Hühnereiweiß und ungefähr so viel wie im Leim. 

Diese Anschauung, daß die Keratinisation auf dem Abbau eines 
Teiles des Eiweißmoleküls beruht, ist hier an dem Beispiele der einen 
Aminosäure (Cystin) erläutert, läßt sich aber ebensogut am Tyrosin 
erweisen. Es entsteht nun die Frage, welche Aminosäuren aus dem 
Molekularverbande der Eiweißkörper ganz oder teilweise bei der Ver- 
hornung ausscheiden. 

Jedenfalls sind die Mengen des täglich erzeugten Keratins schr 
gering und betragen z. B. für die Hornsubstanz der Fingernägel täglich 
0,0054 g, der Fußnägel 0,0059g und der Haare 0,0406 g. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 403, 406, 1895. 
2) Ebendaselbst 52, 474, 1907. 
3) Ebendaselbst 21, 55. 
31* 
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Bei der Hydrolyse des Keratins wurde gefunden: Leen, Tyrosin. 
Glutamminsäure, Asparsginsäure, Lysin, Arginin und Cystin. Dann fanden 
`. Fischer und seine Schüler Glykokoll, Alanin, Valin, Prolin, Serin und 
Phenylalanın. In den Fischerschen Versuchen betrug der Gehalt von 
getrockneten Horn ii: 


CGlykokoll = uz u ua wre E 
ALANI éi Ae, ër ee ee 520 
a-Aminoisovaleriansäure . . . . . BO", 
Deuie a s oaas ie Aë e a e 10 
e-Pvrrolidinearbonsäure . . 2 . . . 3,605 
Serin . Apr o. A EISE, 
Phenvlalanın e, A0 TI, 
Asparaginsäure e, 209, 
Glutaminsäure e, AU 20 
Pyrrolidoncarbonsäure `... Lü e 


Diese Zahlen geben nach Fischers Ansicht nicht das richtige Bild, 
da sie weit hinter dem richtigen Wert zurückbleiben, insbesondere bei der 
Glutaminsäure; denn Horbaczewski fand im Horn 15°, Glutaminsäure. 
(Nach den bisherigen Untersuchungen scheint das Keratin der Haupt- 
sache nach aus Leucin, Glutaminsäure, Cystin und Tyrosin zu bestehen.) 

E. Abderhalden und H. Gideon Wells fanden ?): 


Keratin aus Pferdehaaren: 
Glykököll > g- a ce 2 pok E e wer m 


4,7 © 

AD aa 2 a a p we a a ae 
Aminovaleriansäure e, UH Ha 
Beileid ee ck E 
Proli 2 22 e 2 ee A A EE 
Glutaminsäure . 2 2 na nee nen nt Da 
Asparaginsäure e, 030, 
TEPO e = E ie re ae rn ir pm e EE 
Serin 2.2... ; e e e Aë e 0 


GE E Sa 25 
E. Abderhalden und E. R. Le Count?) haben nach der Fischer schen 
Methode das Keratin aus Gänsefedern untersucht, ebenso aus Pferde- 
haaren. Auch sie fanden nur wenig Glvkokoll und nur sehr geringe 
Mengen von Phenvlalanın. 


Keratin aus Gänsefedern: 


Glykokoll u aa Ze ea ee e e 
BEA GEET ie E 
Aminovaleriansäure e, 0,50 
BEUC as e 8 3 8.8 ee ee, 
Proli vg Aer 2 2. 2 28 22 RR ue 980°, 
Glutaminsture e 2,30, 


O 
Asparaginsäure een e Lal Hi 
PETOS a nn. Eee ee aa o 
Serin H H NM e . H H . e . . HM . HM H H 0,4 S 


1) Zeitschr. f. phvsiol. Chem. 36, 477, 1902. 
2) KEbendaselbst 46, 31, 1905. 
3) Ebendaselbst 46, 40, 1905. 
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= 
Zwischen den beiden Keratinen bestehen aber sehr wesentliche Diffe- 
renzen in der Menge einzelner Aminosäuren, z. B. des Glykokolls und der 
Asparaginsäure, wenn auch diese Forscher meinen, daß diese Differenzen 
auf einen Versuchsfehler zurückzuführen sind. 
E. Abderhalden und Arthur Voitinowici!) fanden bei der Hydrolyse des 
Keratins aus Schafwolle folgende Zahlen: 


Keratin Horn 

aus Schafwolle vom Hainmel 
Glvkokoll . . . . . . 0,58% 0,459, 
Alanin 9. Ai e eg, ir ME 1,16 de 
Aminovaleriansüure . . 2,8 °% 4,5 °% 
Leucin. s e € e a w Il; % 15,3 95 
Proln ........ 44 VE 3,7 ©, 
Glutaminsäure . . . . 12,9 % 17:2. 
Asparaginsäure . . . . 2,3 % 2,9: 95 
Tyrosin. A, e Ze 2.5 ie 3 3,6% 
BEIN. u 4% E LKE Ss 
Phenylalanin . . . .. — 1,9 29 
Cystin — 2 2:04...» = 13.05 
Arginin . 2.2.22 2.20 - 2.1.9 
Lysin . ... 0,2% 


In Wirklichkeit betrug nach Abderhalden und Voitinoviei der Glut- 
aminsäuregehalt 16 bis 18°, und diese beiden Forscher fanden bei Unter- 
suchungen von Horn verschiedenen Alters, daß der Glutaminsäuregehalt 
schwankt. Jüngere Tiere hatten z. B. Horn mit einem Gehalt von 15.6°, 
Glutaminsäure, ältere mit 181% und 17,2% dieser Aminosäure. 

Über den Glutaminsäuregehalt liegen weitere Untersuchungen von 
E. Abderhalden und Dénes Fuchs vor?), wobei sich herausstellte, daß die 
Keratinsubstanzen mit dem Alter an Glutaminsäure etwas abnehmen. So 
enthalten Klauen vom Rinde im ersten Jahre 18°, im vierten Jahre 16,8 °., 
Horn vom Rinde im ersten Jahre 13,84 °,, im vierten Jahre 12,99%, die 
Pferdehufe im unteren Teil 18,169, im oberen Teil 18,22°, Glutaminsäure. 

Bei der Hydrolyse weißer Menschenhaare fand Buchtala?) nach der 
Fischerschen Methode folgende Werte: 


Hydrolyse weißer Menschenhaare: 


Glykokoll . . 2. 22 9,1293 
Alanin... 4 2-2 u & wa 6,88 20 


Valin. ee 
Leucin e 2. 3, = 0:8. u au 42,129, 
Prolin ve d Swan 
SORIN. an an at abe ee ee E 
Phenylalanın `... UD 5 
Asparaginsäute . . . 2 2.2.20 — 
Glutaminsäure . . . 2 .2...8009% 
Tyrosin. s 2 æ s s e wa a Zell Ha 
Cvstin. a o D 2:5 a aa a 14,99, 
Argie u. gan Aoo a k Ce 


de 3.2.2 wenn E 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 348, 1907. 
2) Ebendaselbst 57. 339, 1906. 
3) Ebendaselbst 85, 246, 1913. 
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Die" Menschenhaare sind also reicher an Cystin, Glykokoll und 
Alanin als andere Keratine. Sehr ähnlich sind die Spaltungsprodukte 
der Schafwolle, doch enthalten Menschenhaare 16 mal so viel Glyko- 
koll. Wie weit die verschiedenen Keratine von einander in bezug 
an Gehalt von einzelnen Aminosäuren differieren, sieht man am 
besten an dem Gehalt an Cystin. 

Schildpatt, welches am weitesten vom Durchschnitt abweicht, 


weist folgende Zahlen auf: 
Rinderhaare: Menschenhaare: 
Glykokoll . . . 19.36% 0,3425 9,129% 
Tyrosin. . . . . 13,59% 4,6 % 3,3 Co 


Die verschiedenen Differenzen bei der Analyse von Keratin ver- 
schiedenen Ursprungs haben P. G. Unna und Lazar Golodez!) zu mikro- 
skopischen Untersuchungen veranlaßt, um der Sache näher zu kommen. 
Nach ihren Untersuchungen muß man drei Keratine unterscheiden: Ein 
Keratin A, welches in Pepsin, Salzsäure und auch in rauchender Salpeter- 
säure unlöslich ist, das ist das Keratin der Hüllen. Dann ein Keratin B 
im Zellinhalt, das von Pepsin und Salzsäure nicht angegriffen wird, sich 
aber in rauchender Salpetersäure löst. Es findet sich aber noch ein 
Keratin C, das mit rauchender Salpetersäure Xantboproteinreaktion gibt, 
aber wie das Keratin A darin unlöslich ist. Nägel, Klauen, Hufe und 
Horn enthalten das Keratin A und B. Haare enthalten das Keratin A 
und C. Federn enthalten zum Teil das Keratin A (Flaumfedern), zum 
Teil A und C (große Federn). 

Hugo Fasal?) hat dann in unserem Laboratorium quantitativ Tryptophan 
in verschiedenen Horngebilden bestimmt und gefunden, daß die verhornte 
Oberhaut 0,3%, Tryptophan nach der Verdauung und Extraktion ent- 
halten. Verdaut man schwielenfreie Haut und extrahiert man diese, so 
erhält man lederförmige Hautstückchen, die der Cutis entsprechen. Sie 
zeigen Kaum eine Spur der so feinen Tryptophanreaktion. Gereinigte 
Hornspäne ergeben einen Wert von 0,17°,, Menschennägel zeigen sehr 
schwache Tryptophanreaktionen, bei Menschenhaaren konnte bei keiner 
Farbe, weder bei weißen, blonden, noch dunklen Haaren irgendwie Trypto- 
phan nachgewiesen werden. Schafwolle zeigt geringe Andeutungen von 
Tryptophanreaktion, so daß angenommen werden kann, daß das Tryptophan 
aın Aufbau entweder gar nicht oder nur wenig beteiligt ist. 


Ebenso wie chemisch, ist auch histologisch die Differenz zwischen 
den Keratinen, in bezug auf ihre Zusamniensetzung nicht einheitlich 
feststellbar, sondern es handelt sich vielmehr um einen Sammelnamen 
für die Grundsubstanz der verbornten epithelialen Gewebe, die sich 
chemisch von den meisten Eiweißkörpern dadurch unterscheiden, daß 
sie durch Fermente, Alkalien und Säuren schwer angreifbar sind, 
also mehr negative Eigenschaften und einen höheren Cystin- und 
Tyrosingehalt besitzen, der aber bei den verschiedenen Keratinen 
schr wechselnd ist. 


1) Monatsh. f. prakt. Dermatol. 44. 
2) Diese Zeitschr. 44, 392. 1912; 55, 88, 1913. 
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Versuchsteil. 

Wir haben das Keratin in der Weise gereinigt, daß wir vorerst 
die Keratine mit Alkohol erschöpfend ausgekocht haben. Hierauf 
haben wir das mit Alkohol gereinigte und entwässerte Material nach 
feinster Zerkleinerung im Soxhlet erschöpfend mit Äther extrahiert. 
Dann wurde das Material mit künstlichem Magensaft zwei Tage lang 
verdaut, die Verdauungslösung von dem Unverdauten abgegossen und 
frischer künstlicher Magensaft wieder dazugegossen und mit diesem 
zwei weitere Tage verdaut. Man filtriert, wäscht säurefrei mit Wasser, 
dann mit Alkohol, mit Äther und trocknet im Trockenschrank bei 110°. 

Aschenbestimmung: Im Haar fanden wir: feuerfeste Asche. 

I. Portion. 0,2341 g Substanz gaben 0,0001 g Rückstand, entsprechend 
0,042% Asche. 

II. Bestimmung: 0,3613 g Haare gaben’ 0,0005 g Rückstand, ent- 
sprechend 0,198% Asche. 

Nach dieser nn sinkt also der Aschengehalt sehr 
bedeutend herunter. 

Hühnerauge. Aschenbestimmung: 0,2806 g Substanz gaben 0,0030 g 
Rückstand, das ist 0,10%, Asche. 


Menschliche Nägel: In 0,2290 g menschlicher Nägel fanden wir OO. 
Asche. 


Tabelle I. 





ZEN dë? | Werte, korrigiert 
Gesamt: N 17,36 °, NICH SAT BIERRE für die Löslich- 
i keit der Basen 




















NHEN aog nee en : 11,00 11,00 
Melanın-N ..... 0 Le. 3,52 3,52 
Sonn RE e ee ie ee ae er e ' 14,31 14,91 
Histidin-N . = 3.2 2a wer A 0 4.2 a0 | 181 2,51 
Cystia N. oo. sel BAT 
LNSIDEN cu Are ee Ee A a 1 5,29 5,38 
Amino-N des Filtrates der Basen. ..... " 51,73 50,77 
Nicht-Amino-N gos Filtrates der Basen (Proline, | \54.86 
Oxyproline, !!; Tryptophan) ...... | ul ` 4,09) 
| 98,28 | 98,29 
Haare 11. 
Gesamt:N 17,259% 
N Aa N be E Ne Ee 11,19 | 11,19 
Melanin-N `, 3,47 | 347 
en ee er an WE el 15,96 | 16,58 
Histidin-N . .....22 2222200. E et 3,15 3,96 
Ceetin NR... 6.15[9067 | 67019287 
LyanN e e EE EE 5,47 5,58 
Amino-N des Filtrates der Basen. ..... 54,14 3,04 
Nicht-Amino-N des Filtrates der Basen (Proline, ` a |55.66 
` Oxyproline, A, Tryptophan) ...... 3,66 | 2,62] 





1 
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Tabelle II. 
Hühnerauge I. 





Werte, ee tert 
Gesamt:N 17,4", Nichtkorrigierte | | für die Loslien: 


erte keit der Basen 
NHN oora A ee a a a 100 10,02 
Melanin-N el Lë 1.54 
Arginin-N 1 12,20 12.92 


GES GEREEST E LeS la- pe 
CYS Na y a ee E a ger 0,530 7° 0,53[7 


Lysin-N . du er EE 12.53 

Amino-N des Filtrates dor Basen . . . 64,47 63.89, 
Nicht-Amino-N des Filtratesder Basen (Proline, | je6.12 64.43 

Oxyproline, 1: Tryptophan) .. . .. 1,65 0,54) 

- 103,65 103.65 

Hühnerauge II. 

N E ee ee ER 10.27 

Melanin-N ...... le. 1,58 1.58 

AÄTFIAIN-N 000 6 04 Se we Ne a 14,11 14.82 
Histidin-N ee ee et et Jr e 2.64 9299 3.18 Oz > 
OVEN 0.00 0 ee ee, re ee 008 u rn 

Lysin-N . 6,54 6,65 


SE deg SC ‘der. Basen "Proline, 62.89) 62.31.. 
xyproline, Tryptophan) | a 36 2 38| 


102. 03 102.02 


Tabelle III. 
Nägel I. 








ER Werte, korrigiert 
Gesamt»N 16,76%, ne für die Loylich- 
cit der asen 


SE Sech Sege e SC "ët 1 Ree ` Set = SS 


N een nase 9.60 9.60 


Melanin-N ..... aaa a | 2,42 2.42 

e SEENEN | 15,05 15.88 
Histidin-N Be RS, Kr, e 2,43 342,5, - 
N EM N Zu 

Lysin-N : Ka a 6.02 

Amino-N des Filtrates der Basen... . . . Ge 55.08) 
Nicht-Amino-N des Filtrates beider Basen | Je 17, 59.55 

(Proline, Oxyproline, t Tryptophan) . . , 225) 447 

100.28 100,27 

Nägel II. 
Gesamt-N 16,21") 

N Has éi ee ee ee et 10,18 10.18 

Melanin-N .... rn 2,58 2.58 

EHNEN A EA nme A8 RE ee Ar d Gei, EN 16,50 | En 
Eistiam-N a sa a oe poa ër Lë, d LO ue ` 206l- ge 
Cystine 8. ar 

Lysin-N : a ade e nd 5,11 5.25 

Amino-N des Filtrates der Basen e ae Ch 62,73 61,34 
Nicht-Aınino-N des Filtratesder Basen (Proline, ur re 

Oxyproline, Te Tryptophan . . ..... 2,25 0.93 


102,91 | 102.91 
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Methodik. 


Haare. 

3,1267 g und 2,7297 g getrocknete Substanz werden mit 20 Teilen 
20 proz. Salzsäure während 40 Stunden hydrolysiert und die Lösungen in 
zwei Meßkolben auf 250 ccm gebracht. 

Von jeder dieser Lösungen werden 20 ccm für Kjeldahlbestimmungen 
entnommen. Der gesamte Stickstoff entspricht bzw. 32 ccm und 26,9 ccm 
n IO Säure, entsprechen 0,0434 und 0,0376 g N, das ist 17,36 und 17,25%, 
Gesamt-N. 


Ammoniak. Bei der Ammoniakbestimmung werden 32,35 bzw. 31 cem 
n 10 Säure verbraucht, entsprechend 0,0598 und 0,0527 g N, das ist 1,91 
bis 1,9325. 

Melanin. Der Melaninstickstoff verbraucht 13,65 bzw. 11,7 cem n/10 
Säure, das ist 0,0191 bis 0,0163 g N oder 0,61 bis 0,60%. 

Cystin. Das Gewicht von BaSO, aus 10 cem der Basenlösungen ent- 
nommen (aus zwei Meßkolben von 50 cem) war bzw. 0,1019 und 0,0966 g, 
entsprechend 0,03057 bis 0,02898 g N aus 3,1267 bis 2,729 g der Substanz. 

Arginin. Die Menge der n/lO Säure, welche neutralisiert wurden, 
waren 14,8 bis 14,25 ccm, entsprechend 0,08288 bzw. 0,0798 g Arginin- 
stickstoff aus 3,1267 bzw. 2,7297 g der Substanz und zuzüglich der Menge N 
des Cystins 0,07768 bzw. 0,07487 g N. 

Gesammt-N der Basen. Der Menge der verbrauchten n/10 Säure bei 
der Kjeldahlbestimmung beträgt 37,6 bzw. 37,35 ccm, dazu wird zugeschlagen 
die Menge, welche vorher aus dem Ammoniak des Arginins und Cystins 
neutralisiert wurden, das ist 52,4 bis 51,6 ccm, entsprechend 0,1467 bis 
0,1373 g N für 3,1267 bis 2,7297 g der Substanz. 

Amino-N der Basen. Die Menge des gasförmig entwickelten N waren 
31,6ccm bei 22,50 T und 751 mm Hg und 30,2 cem bei 22,50 T und 751 mm Hg, 
entsprechend 0,0878 bzw. 0,08391 g N und mit der Korrektur für Cystin 
0,08208 bzw. 0,07844 g für 3,1267 bis 2,7297 g Substanz. 

Amino-N des Filtrates.. Die Menge des gasförmig entwickelten N 
waren 33,8 ccm bei 21° T und 743,5 mm Hg bis 30,7 cem be 21° T und 
743,5 mm Hg, entsprechend 0,2807 bzw. 0,2549 g N für 3,1267 bis 2,7297 g 
Substanz. 

Gesamt-N des Filtrates. Die Menge der verbrauchten n/10 Schwefel- 
säure betragen 36,65 bzw. 32,4 cem (Mittel aus zwei Bestimmungen) ent- 
sprechend 0,3078 bzw. 0,2721g N für 3,1267 bis 2,7297 g Substanz. 


Hühnerauge. 

2.5618 bis 2,6378 g getrocknete Substanz wurden mit 20 Teilen 20 proz. 
Salzsäure während ungefähr 40 Stunden hydrolvsiert und die Lösungen 
in zwei Meßkolben auf 225 ccm gebracht. Von jeder dieser Lösungen werden 
20 ccm für Kjeldahlbestimmungen entnommen. 

Der gesamte Stickstoff entspricht 25,26 bis 25,7 ccm n/10 Säure ent- 
sprechend 0,03536 bis 0,03598 g N, das ist 17,04°, Gesamt-N. 

Ammoniak. Bei der Ammoniakbestimmung werden 26,1 bis 27,2 ccm 
n/10 Säure verbraucht, entsprechend 0,0444 bis 0,04632 g N, das ist 1,73 
bis 1,75%. Ä 

Melanin. Der Melaninstickstoff verbraucht 4.9 bzw. 5,1 eem n/10 Säure, 
das ist 0,00686 bis 0,00714g N oder 0,26 bis 0,27%, Substanz. 
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Cystin. Das Gewicht von BaSO, aus 10 ccm der Basenlösungen ent- 
nommen (aus zwei Meßkolben von 50 ccm) war 0,0078 bzw. 0,00817, ent- 
sprechend 0,00234 bis 0,092451 g N aus 2,5618 bis 2,6378 g der Substanz. 

Arginin. Die Menge der n/10 Säure, welche neutralisiert wurde, war 
9,7 bzw. Il,4 cem, entsprechend 0,05432 bzw. 0,06384 g zuzüglich der Menge 
des Cystins 0,05392 bis 0,06342 g. 

Gesamt-N der Basen. Die Mengen der verbrauchten n/10 Säure bei den 
Kjeldahlbestimmungen betragen 31,3 bzw. 26,83 ccm, dazu wird zugeschlagen 
die Menge, welche vorher aus dem Ammoniak des Arginins und Cystins 
neutralisiert wurde, das ist 41 bzw. 38,23 ccm, entsprechend 0,1148 bis 
0,1070 g N für 2,5618 bzw. 2,6378 g Substanz. 

Amino-N der Basen. Die Menge des gasförmig entwickelten N waren 
27,3 cem bei 21° T — 754 mm Hg- und 22,8 ccm bei 22° T — 750 mm Hg, 
entsprechend 0,0768 bzw. 0,0634 g Amino-N und mit der Korrektur für 
Cystin 0,07194 bis 0,05905 g für 2,5618 bis 2,6378 g Substanz. 

Amino-N des Filtratess. Die Menge des gasförmig entwickelten N 
waren 34,2 ccm bei 20°T — 742 mm Hg und 33,9 ccm bei 20° T — 743 mm 
Hg, entsprechend 0,2850 bzw. 0,2826 & N für 2,5618 bzw. 2,6378 g Substanz. 

Gesamt-N des Filtrates. Die Menge der verbrauchten n/10 Schwefel- 
säure betragen 34,8 bis 35,5 cem, entsprechend 0,2923 bis 0,2982 g N für 
2,5618 bzw. 2,6378 g Substanz. 


Nägel. 

2,5065 bzw. 2,5050 g getrocknete Substanz werden mit 20 Teilen 20 proz. 
Salzsäure während ungefähr 40 Stunden hydrolvsiert und die Lösungen 
in zwei Meßkolben auf 250 ccm gebracht. Von jeder dieser Lösungen 
werden 20 ccm für Kjeldahlbestimmungen entnommen. 


Der (fesamt-N entspricht 24 ccm bzw. 23,2 ccm n/10 Säure, entsprechend 
0,0336 bzw. 0,0324 g N, das ist 16,76 bzw. 16,21% N. 

Ammoniak. Bei der Kjeldahlbestimmung von 230 cem Lösung werden 
21,8 bzw. 21,9ccm n/l10 Säure verbraucht, entsprechend 0,03712 bzw. 
0,037299 g N, das ist 1,61 bzw. 1,65%. 

Melanin. Der Melanin-N verbraucht 6,7 bzw. 6,9 cem n/10 Säure, 
das ist 0,00938 bzw. 0,00966 g N oder 0,406 bzw. 0,419%. 


Cystin. Das Gewicht von BaSO, aus 10 ccm der Basenlösungen ent- 
nommen (aus zwei Meßkolben von 50 ccm) war 0,0349 bzw. 0,0314 g, ent- 
sprechend 0,01047 bzw. 00942 g N für 2,305 bzw. 2,304 g Substanz. 


Arginin. Die Menge der n/10 Säure, welche neutralisiert wurde, war 
10,7 bzw 11,3 cem, entsprechend 0,05992 bzw. 0,06326 g Argininstickstoff 
aus 2,305 bzw. 2,304 g Substanz und zuzüglich der Menge des Cystins 0,058 14 
bzw. 0,06165 g. 

Gesamt-N der Basen. Die Menge der verbrauchten n/l0 Säure bei 
der Kjeldahlbestimmung beträgt 25,6 bzw. 22,3 ccm, dazu wird zugeschlagen 
die Menge, welche vorher aus dem Ammoniak des Arginins und des Cystins 
neutralisiert wurde, das ist 36,3 bzw. 33,6 ccm, entsprechend 0,1016 bzw. 
0,0940 g N für 2,305 bzw. 2,304 g Substanz. 

Amino-N der Basen. Die Menge des gasförmig entwickelten N war 
20 ccın bei 23° T — 750 mın Hg und 20 ccm 19,6° T — 752 mm Hg, ent- 
sprechend 0,0553 bzw. 0,0563 g Amino-N und mit der Korrektur für Cystın 
0,0517 bzw. 0,0527 g für 2,305 bzw. 2,304 g Substanz. 
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4Amino-N des Filtrates.. Die Menge des gasförmig entwickelten N 
war 26 ccm bei 21° T — 750 mm Hg und 28,1 ccm bei 22° T — 
750 mm Hg, entsprechend 0,218 bzw. 0,2343 g Amino-N für 2,305 bzw. 
2,304 g Substanz. 

Gesamt-N des Fütrates. Die Menge der verbrauchten n/10 Schwefel- 
säure betrug 28,6 bzw. 28,9 ccm, entsprechend 0,2402 bzw. 0,2427 g N 
für 2,305 bzw. 2,304 g Substanz. 

Nachdem wir die Gruppen der Aminosäuren nach van Slyke bestimmt 
haben, schritten wir zur Bestimmung des Tyrosins und Tryptophans nach: 
der von Otto Folin und Joseph M. Looney!) ausgearbeiteten Methode. 

Diese Methode beruht auf der Bestimmung des Tyrosins und des 
Tryptophans im selben Quantum hydrolysierten Eiweißes, in welchem 
man das Tryptophan mit dem Quecksilberreagens niederschlägt und in 
dem klaren Zentrifugat mit dem Phenolreagens von Folin, welches Molybdän 
und Wolfram enthält, färbt. Der Quecksilberniederschlag des Tryptophans 
wird in Natriumeyanid gelöst und mit dem gleichen Reagens gefärbt, 
und beide Lösungen mit bestimmten Lösungen von reinem Tyrosin bzw. 
Tryptophan und dern Phenolreagens verglichen. 

Diese Methodik zeigte nach den Angaben der beiden amerikanischen 
Forscher ausgezeichnete Resultate. und es ist zu bemerken, daß bei den 
anderen Bestimmungsmethoden viel höhere Werte für Tyrosin und Trypto- 
phan herauskommen als bei der Methode Folin und Looney, so daß diese 
Forscher angeben, daß entweder ihre oder die von anderen Autoren an- 
gegebenen Methoden trügerisch sein müssen. So wiesen sie insbesondere 
darauf hin, daß Fürth und Nobel Fehler von 27°, zugeben. Bei ihrer Methode 
gibt Zein allein nichts, und auf Zusatz von 2proz. Tryptophan werden 
2,01% gefunden. Aus diesem Grunde haben wir für diese Bestimmung 
die sehr handliche Methode von Folin und Looney verwendet. 


Tyrosin- und Tryptophanbestimmungen. 


Mittelwerte | Mittelwerte | 











Hydroly» Ga E 
DT (LEE, BEAT | Tyrosin | Tryptophan 
OSUPE für Tyrosin Tryptophan 
on | Ooo cem | mm | mm | ou dÉ 
Menschenhaare `, ... 6 | 16.46 | 18.6 ' 3642 ' 16l! 
Hühnerauge `... 6 | 14.9 2536 j 4088 1,201 
Menschliche Nägel. . . | 6 | 16,85 13.46 | 3,578 2.243 
Es wurden für diese Bestimmungen hydrolysiert von: 
Menschenhaaren. . . . . . 11120g 
Hühnerauge. . . . ....1,0947g 
Nägel . . a.a 2.2.2.0. 0.110408 


Die Hydrolysenflüssigkeiten wurden auf 100 cem gebracht. 

Otto Fürth und Fritz Lieben?) erhielten für Keratin 1,19%, Tryptophan 
in Hornspänen, ohne diese zu reinigen, so daß die Wirklichkeitswerte 
etwas höher sein müssen. Fürth glaubt, daß die Methode von Folin-Denis 
zu hohe Zahlen gibt 3). 


1) Journ. of Biological Chemistry 51, 421, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 109, 124, 152. 1920. 
3) Ebendaselbst 127. 137, 49, 282, 1922. 
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Hält man die Resultate der Hydrolyse nach van Slyke mit den 
Bestimmungen des Tyrosins und Tryptophans, sowie mit den oben 
angeführten Auswertungen für Glutaminsäure und Arginin zusammen, 
so sieht man, daß Keratine verschiedenen Ursprungs einen sehr ver- 
schiedenen Gehalt an Cystin, Tyrosin, Tryptophan und Glutamin- 
säure haben, daß aber diese Aminosäuren gegenüber den Albuminen 
und Globulinen in den Keratinen sehr stark angereichert sind, daß 
aber die fetten Monaminosäuren in ihrer Menge zurückgedrängt sind. 

Die in der Einleitung von uns ausgesprochene Ansicht, daß bei 
der Entstehung der Keratine aus den löslichen Eiweißkörpern ein 
Abbau stattfindet, wird durch diese Untersuchungen noch mehr 
bestärkt, und: das Zahlenmaterial weist deutlich darauf hin, daß 
der Abbau in der Weise stattfindet, daß die fetten Monaminosäuren aus 
dem Molekulargefüge des Eiweißes immer mehr herausgelöst werden. 
insbesondere diejenigen, welche der Hauptsache nach die Bestandteile 
des Leimes sind, daß dadurch nun die Menge der aromatischen 
Aminosäuren, und zwar des Tyrosins und des Tryptophans, ferner 
des Cystins, der Glutaminsäure und des Arginins sich im Molekül 
scheinbar anreichern, in Wirklichkeit aber sich nur die Verhältniszahlen 
durch den Austritt der fetten Monaminosäuren verschieben. 

So ist durch die zusammenfassende Untersuchung der Spaltlinge 
der Keratine das Bild der Entstehung der Keratine leicht erkennbar 
und deutlich erklärbar, warum die verschiedenen Keratine, die man 
darstellen kann, untereinander so verschieden sind, aber trotzdem 
in bezug auf die Verhältniszahlen der charakteristischen Aminosäuren 
so ähnlich erscheinen. Es ist nun auch erklärbar, warum ein 
Keratin, welches dasselbe Gewebe bildet, z. B. Horn, in verschiedenen 
Altersstufen des Individuums verschiedene Mengen der charakteristiechen 
Aminosäuren enthält. 


Über die Hitzeinaktivierung der Amylase 
in Abhängigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Heinrich Lüers und Paul Lorinser. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium für angewandte Chemie der Technischen 
Hochschule in München.) 


(Eingegangen am 2. August 1922. 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer früheren Arbeit haben Z. Lüers und W. Wasmund!) fest- 
gestellt, daß die Inaktivierung der Malzamylase durch Hitze bei 
Dous A der Reaktion ihrer optimalen Wirkung, am langsamsten 
erfolgt, dagegen bei höherer (pn. = 3) und bei niedrigerer Wasser- 
stoffionenkonzentration (pu. = 7) erheblich rascher verläuft. Dieser 
Befund steht im Widerspruch zu den Angaben von Fernbach und 
Schoen?), welche als günstigste Reaktion gegen die Wärmeinaktivierung 
der Amylase Phenolphthaleinneutralität, also pu = 9, fanden. 

Unsere damaligen Versuche waren nur orientierender Art und 
bedurften einer weiteren Vertiefung, die inzwischen erfolgt ist. Über 
Versuchsanstellung und Ergebnisse soll im folgenden berichtet 
werden. l 

Für sämtliche Versuche diente ein aus Grünmalz nach H.C. Sherman?) 
von uns hergestelltes Amylasepiäparat, das, im trockenen Zustande 
aufbewahrt, während der paar Monate, welche die Arbeit in Anspruch 
nahm (vom 7. I. bis 1. VII. 22), seine Aktivität unvermindert behielt. 
Zu jedem Versuche wurde frisch eine 0,1 proz. wässerige Lösung durch 
Verreibung der Amylase mit Glaspulver und einer abgemessenen 
Menge Acetatpuffergemisch bereitet. Von der durch Zentrifugieren 
geklärten Fermentlösung wurden je 5ccm in Reagiergläsern so rasch 
als möglich auf 55,50 C erhitzt und im Ostwaldschen Thermostaten 
bei dieser Temperatur verschieden lange gehalten. Nach Ablauf 
besimmter Zeiten wurde die Reaktion durch Einstellen der Gläschen 


1) Fermentforschung 5, 169, 1921. 
2) C. r. 151, 349, 1911. 
3) Journ. Amer. Chem. Soc. 85, 1617; 37, 1305. 
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in Eis fast augenblicklich unterbrochen. Jeweils 3com der inaktivierten 
Amylaselösungen wurden sodann in einem Gesamtvolumen von 100ccm 
auf 3 g lösliche Stärke nach Lintner (Trockensubstanz) bei einer 
[H] = 10%, die mit Acetatpuffergemisch festgelegt war, und bei 20° C 
zur Einwirkung gebracht. po = 4,9 stellt nach Adler!) das Optimum 
der Malzamylasewirkung dar. War die Inaktivierung bei einer höheren 
oder niedrigeren TH 1 erfolgt, so wurde auf die durch die Amylase- 
lösung eingebrachte Puffermenge dadurch Rücksicht genommen, daß 
10 





60 720 780 


15 J0 
—— ¿ Mn. 
Abb. 1. Inaktivierungskurven der Amylase bei verschiedener [H7]. 


zur Stärkelösung entsprechend weniger an Acetat bzw. Essigsäure 
gegeben wurde, so daß nach Zugabe der Amylaselösung immer das gleiche 
pu = 4,9 (lOccmn/10 Acetat + 6,4ccm n/10 Essigsäure) herrschte. Es 
wurde also bei verschiedener [H'] inaktiviert, jedoch die Wirksamkeit 
der inaktivierten Amylase bei der optimalen TH 1 geprüft. Etwa nach 
12 und 24 Min. wurden aus der in der Verzuckerung begriffenen 
Stärkelösung Proben von je 25cem entnommen und die Fermentwirkung 
durch Einfließenlassen in 10 cem n/10 NaOH unterbrochen. In der auf 
50 ccm aufgefüllten Lösung wurde die Menge Maltose nach Kjeldahl?)- 
Bertrand?) ermittelt und unter Berücksichtigung der geringen Eigen- 


1) Diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 
°) Zeitschr. f. analyt. Chem. 85, 346, 1896. 
3) Bull. de la Soc. chim. Mémoires 85, III. Ser., 1285, 1906. 
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reduktion von Stärke und Amylase auf 1 g Stärke berechnet. Außer- 
dem wurde der Grenzabbau der Stärke unter günstigsten Bedingungen 
(10fache Fermentkonzentration, Temperatur 55°, 1 Stunde Einwirkung) 
bestimmt und zu 760 mg Maltose pro 1 g Stärke gefunden. Diese 
Menge wurde = ] gesetzt und die pro l g Stärke gefundenen Maltose- 
werte hierauf bezogen. Die Differenz der letzterhaltenen Werte von 
l stellt die Konzentration an nicht abgebauter Stärke (a — x) dar. 


Aus den erhaltenen Werten wurde die Wirksamkeit der Amylase 
in Form der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung 


1 a 
K = T0433 9 
für die Zeiten 12 bzw. 24 Min. berechnet und aus beiden Werten das 
Mittel gezogen. 

Die Versuchsresultate sind in Tab. I übersichtlich zusammengestellt, 
Abb. 1 enthält sie in graphischer Darstellung veranschaulicht. Daraus 
ist deutlich ersichtlich, daß die Inaktivierung der Amylase bei 
Du = zirka 5 am langsamsten erfolgt, jedoch bei höherer und niedrigerer 
[H] äußerst rasch zunimmt. Die Enzymkonzentrationen lassen sich 
aus den Reaktionskonstanten berechnen, da beide einander proportional 
sind, wie Lüers und Wasmund!) gezeigt haben. Es wurde zu diesem 
Zwecke die Reaktionskon- 
stante zur Zeit t = 0 Min. 
gleich 1 (= E) gesetzt, die 
übrigen K-Werte zur Zeit 
t Min. wurden auf 1 bezogen zg 
und stellen demgemäß die 
noch jeweils wirksame Fer- ` dos 
mentmenge (E — x) dar. Um 
die Inaktivierung zahlenmäßig 
zum Ausdruck zu bringen, be- or} | n 
absichtigten wir die Inaktivie- ad mu 37 Zug 57 Ap dg 

: Abb. 2. Abhangigkeit der Inaktivierungskurven k 
rungskurven durch ein gang- von der [HM]. ö 
bares reaktionskinetisches 
Gesetz zu berechnen. Es zeigte sich jedoch, daß die Inaktivierung 
weder nach dem mono- und bimolekularen Gesetz, noch nach der 
Schützschen Regel verläuft, sich dagegen wohl durch ein exponentielles 
Gesetz darstellen läßt, nachdem die Logarithmen der Zeit und der 
zerstörten Fermentkonzentration graphisch vereinigt in befriedigender 
Weise gerade Linien ergeben. Mit zwei Konstanten enthaltenden 
Gleichungen von der Form = K.t" ist uns jedoch nichts gedient. 
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Tabelle I. 
Inaktivierung der Amylase bei 55,5° C, in Abhängigkeit von der [H]. 
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Wir berechneten deshalb die Inaktivierungskoeffizienten durchwegs für 
die Zeit t = 30 Min. nach der monomolekularen Formel: 
"` l Ka 
Ke = rCaaaam Y K’ 

worin K, die Reaktionskonstante 1. Ordnung für die ungeschwächte 
Amylase, K, die Reaktionskonstante 1. Ordnung für die bei der 
Temperatur € inaktivierte Amylase, K. die Inaktivierungskonstante 
bedeuten. 

Trägt man die [H°] als Abszisse, die Inaktivierungskonstante 
bei dieser TH 1 als Ordinate in ein Koordinatensystem ein, so erhält 
man die in Abb. 2 dargestellte Kurve. Es geht daraus hervor, daß 
die Amylase im Acetatpuffergemisch etwa bei der TH L bei welcher 
sie ihre optimale Wirkung entfaltet, gegen Temperatur am beständigsten 
ist, bei einer [H] größer als 10-** und kleiner als 10—55 rapid 
zerstört wird. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Hitzeinaktivierung der Amylase bei verschiedener 
[H ] untersucht. Als Ausgangsmaterial diente ein nach Sherman 
aus Grünmalz dargestelltes Amylasepräparat. Der Versuch lehrte, 
daß die Inaktivierungskonstante, in Acetatpuffergemischen bestimmt, 
etwa bei der Reaktion der optimalen Wirkung (Py = etwa 5) am 
kleinsten ist, zu beiden Seiten dieser TH TI jedoch rasch zunimmt. 
Die Amylase besitzt also bei der [H], die ihrer besten Wirksamkeit 
entspricht, gegenüber der Einwirkung höherer Temperatur ihre 
größte Stabilität. 


Über die Wirkung des Jods auf die Diastase. 
Von 
L. Berezeller und J. Freud. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 3. August 1922.) 


Die Versuche von Berczeller und Fodor!) haben bewiesen, daß 
die Wirkung der Diastasen durch oxydierende Substanzen gehemnit, 
dagegen durch reduzierende kaum beeinflußt wird. 

Die Aufgabe war nun, den Mechanismus dieser Erscheinung 
näher zu erforschen, da dadurch einerseita eine nähere chemische 
Charakterisierung der Diastase, andererseits aber eine bessere Er- 
kenntnis der diastatischen Wirkung zu erhoffen war. Wir haben das 
Jod deswegen zu unseren Versuchen gewählt, weil die Jodreaktion 
der Stärke bei derartigen Versuchen ein spezielles Interesse beansprucht, 
indem nämlich zu entscheiden war, ob die Jodbehandlung der Stärke 
nicht einen besonderen Einfluß auf den diastatischen Prozeß ausübt. 

Die Versuche von Berczeller und Fodor wurden in der Weise ausgeführt, 
daß sie die Beeinflussung der Diastase bei Gegenwart von Stärke unter- 
sucht haben. Da die Möglichkeit besteht, daß Stärke die Diastase gegen 
die Einwirkung der oxydierenden Substanzen schützt, haben wir unsere 
Versuche zunächst ohne Stärke angesetzt. 

Wir haben hauptsächlich Speichel als Diastase benutzt; die 
wichtigsten Resultate aber auch mit Malzdiastase geprüft. Unsere 
Befunde bestätigen und ergänzen die Angaben von Berczeller und Fodor. 


I. Die Einwirkung von Jod auf die Speicheldiastase. 
Zunächst war zu prüfen, inwieweit die Inaktivierung der Diastase 
durch Jod fortschreitet, und zwar ob Diastase durch Jod vollständig 
zu inaktivieren ist oder nicht. . Bekannterweise wird Diastase durch 
Säuren und Laugen, schon bei sehr geringen Konzentrationen, ver- 
nichtet. Dieser Vorgang findet auch bei gewöhnlicher Temperatur 


1) Diese Zeitschr. 84, 42. 


32” 
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statt. Es war deswegen wichtig zu entscheiden, wie sich diesbezüglich 
Jod verhält, dessen hemmende Wirkung auf Diastase nach den Ver- 
suchen von Berczeller und Fodor eine sehr bedeutende ist. Geringe 
Jodzusätze werden selbstverständlich durch Speichel sofort oder nach 
längerem Stehen entfärbt. Wenn wir aber Speichel mit gleichen 
Teilen einer lproz. Jodlösung (in KJ gelöst), versetzt haben, ist die 
Lösung auch nach 24 Stunden braun geblieben (und hat sich auf 
Zusatz von Stärke “ofort blau gefärbt). Damit ist also bewiesen, 
daß in der Lösung noch J, in Überschuß vorhanden war. Wenn 
wir diese Lösung mit Stärke versetzen und das überschüssige J, mit 
Na,S,O,-Zusatz entfernen, können wir immer noch eine diastatische 
Wirkung nachweisen, wenn auch diese gegenüber reinem Speichel 
überaus geschwächt erscheint. 


Tabelle I. 


l. Inaktivieren des Speichels mit J». 











Verwendeter Speichel | Jodlösung in Benennung : ; 
in ccm | JK cem der Proben Bemerkungen 
l ke Et proz.) ` a. l | braun 
l + 1 (0,1 ae. 2 a. 2 nach 24 Stunden Probe farblos 
1 + 1 (0,01, ) a. 3 | sofort farblos geworden 
| + | lAqua det. | a. 4 ' Kontrollprobe 





2. Prüfung der Wirksamkeit an Stärke. 























Nummer ` 1 Drot: Lösung Inaktivierte ` ` Farbenreaktionen mit J nach 
d x Probe . YOP Starke in Speichellosungen E RER Ee 
SE ) ccm aus Tafel 1 in com 5 Minuten | 6 Stunden 
1 | 3 +| 03 a.l blau ' gelb m. rotem Stich 
2 3 +] 0,3 a 2 | rötlichblau gelb 
4 : 3 +! 03a4 | gelb = 


Probe 1 und 2 nach Zusatz von a. 1 bzw. a. 2 sofort mit Na,S.O, 
entfärbt. 


Einige Beispiele von unseren Versuchen erläutern das vorher 
Gesagte. Insbesondere zeigt es sich, daß, wenn auch das Jod aus der 
Lösung mit der Zeit verschwindet, trotzdem eine Schwächung der 
Diastase zur Beobachtung kommt. Die Schwächung der diastatischen 
Wirkung nimmt mit der Zunahme der Jodkonzentration zu. Trotz 
verhältnismäßig großen Jodüberschusses kann man aber bei Zimmer- 
temperatur keine vollkommene Inaktivierung der Diastase erreichen. 
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H. Die Einwirkung des K MnO, auf die Diastase. 


Berczeller und Fodor konnten auch durch KMnO,-Lösungen 
eine starke Verminderung der diastatischen Wirkung nachweisen. 
Wir haben geprüft, ob durch K MnO, nur eine Schwächung oder eine 
Vernichtung des diastatischen Prozesses stattfindet. 


Tabelle II. 
l. Speichelinaktivierung mit KMnO, 








Sende ‚Bezeichnung, 


Speichel ccm der Proben Bemerkungen 

in cem | 

l e ee EE . SÉ Proben i a. | vor Verwendung 
Loe KMnO, l proz. Lösg. a. l \ nach 72 Stunden farblos gemacht mit 
l + | 1H,O a. 2 | verwendet. Oxalsaure. 


2. Prüfung der Wirksamkeit. 











Nanie l proz. Lösung In Tafel 1 
dee Gier von Starke in vorbehandelte Proben Reaktionen mit Ja nach 50 Minuten 
ccm Cem ` ' l EE l 
E I1 +` 02a.l rötlichgelb 
2 | l + 0,2 a. 2 gelb 


Aus Tabelle II ist ersichtlich, daß KMnO, sich gegenüber Diastase 
ganz gleich wie Jod verhält. Die Wirkung der Diastase wird ge- 
schwächt, aber nicht vernichtet. (Diese Versuche wurden in der Weise 
ausgeführt, daß das überschüssige KMnO, mit Oxalsäure entfärbt 
wurde, was bei dem benutzten Überschuß nicht vollkommen gelingt. 
Deswegen eignet sich KMnO, für quantitative Versuche nicht.) 


IH. Die Schutzwirkung der Stärke gegen die Jodinaktivierung der Diastase. 


Die weiteren Versuche sollten die Rolle der Stärke bei der Jod- 
inaktivierung prüfen. Unsere Versuche entsprechen insofern nicht 
den Versuchen von Berczeller und Fodor, indem wir auch mit viel 
größeren Jodmengen und stets bei Zimmertemperatur gearbeitet haben. 
Wir können ihre Resultate bestätigen, indem wir eine sehr große 
Hemmung der diastatischen Wirkung beobachtet haben, aber so wie 
ohne Stärke konnten wir auch in diesem Falle keine vollkommene 
Inaktivierung der Diastase beobachten. 

Tabelle III zeigt, daß der Speichel bei Gegenwart von Stärke 
ebensoviel Jod verbraucht als ohne Stärke, des weiteren sehen wir, 
daß die Jodinaktivierung langsam mit der Zeit fortschreitet, indem 
z. B. bei Zusatz von 0,3 cem lproz. Jodlösung zur Diastase nach 5 bis 
7 Minuten langem Einwirken des Jods noch keine, nach 24 Stunden 
langem Einwirken eine sehr starke Inaktivierung zur Beobachtung 
kommt. 


L. Berezeller u. J. Freud 
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Sehr auffallend war in diesem Versuch das Resultat, daß, wenn 
wir durch Jod blau’ gefärbte Gemische von Stärke und Diastase 
durch Zusatz von Na,S,O, entfärbt haben, bei nachträglichem Zusatz 
von Jod, wenn dies auch nur ein paar Sekunden später geschah, 
eine Rotfärbung bzw. eine Gelbfärbung der Probe beobachten konnten. 
Dieser Farbenumschwung tritt so rapid auf, daß wir unbedingt prüfen 
mußten, ob wirklich die Diastase diese schnelle Spaltung in der kurzen 
Zeit vollführt hat. Letzteres konnten wir nun tatsächlich nachweisen, 
indem dann, wenn wir die jodhaltige Lösung zuerst aufgekocht und 
erst dann (nach dem Abkühlen) Na,S,O, zugesetzt haben, selbst nach 
wiederholter Untersuchung mit Jod immer wieder eine Blaufärbung 
aufgetreten ist. Zu diesen Versuchen muß man aber Jodmengen be- 
nutzen, deren Blaufärbung mit Stärke währerfd des Erhitzens nicht 
früher verschwindet, als die Diastase zerstört ist. Daß es sich tat- 
sächlich um diastatische Wirkung handelt, beweist noch weiter, daß 
wenn wir die jodhaltigen blauen Lösungen nach Ansäuern erst mit 
Na,S,O, versetzen, die Jodreaktion (nach abermaligem Zusatz) blau 
ausfällt. Die Erscheinung beweist, daß Jod nicht nur inaktivierend 
auf die Diastase wirkt, sondern außerdem eine hemmende bzw. auf- 
hebende Wirkung auf den diastatischen Prozeß selbst besitzt. Dem 
entspricht auch, daß solche Proben, in welchen das Jod nicht ver- 
schwindet, überhaupt keine Stärkespaltung aufweisen, sogar nach 
längerem Stehen nicht, wenn auch die Spaltung dann nach Na, S,0,- 
Zusatz sofort oder in ganz kurzer Zeit auftritt. — Bei diesen Ver- 
suchen haben wir den Eindruck gewonnen, daß, wenn auch die Auf- 
spaltung der Stärke bei Gegenwart von Jod nicht stattfindet, doch 
zwischen Diastase und Stärke etwas geschieht, da nach Entfernung 
des Jods trotz der inaktivierenden Wirkung desselben der Farben- 
wechsel sofort auftritt. Auf diese Erscheinung werden wir später 
näher eingehen. 

In den folgenden Versuchen wurde die Inaktivierung der Diastase 
mit und ohne Stärke quantitativ verglichen (siehe Tabelle IV.) 

Wie in den vorigen Versuchen, beobachten wir auch hier eine 
Inaktivierung der diastatischen Wirkung durch Jod. Stärkezusatz 
mildert diesen Einfluß des Jods, da in allen Versuchen die Diastase- 
wirkung dort stärker ist, wo schon während der Behandlung mit Jod 
Stärke vorhanden war. Damit scheint also bewiesen, daß nicht der 
Anteil des Jods wirksam ist, welcher von Stärke adsorbiert wurde, 
sondern der in Lösung verbliebene, was deswegen wichtig ist, weil, 
wie wir sehen werden, Stärke und Diastase auch in Gegenwart von 
Jod untereinander reagieren und bekanntlich Stärke Diastase 
„adsorbiert“. 
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IV. Die Reaktion zwischen Stärke und Diastase bei Gegenwart von Jod. 


Die in dem vorigen Punkte mitgeteilten Versuche haben bereits 
wahrscheinlich gemacht, daß Jod nur die hydrolysierende Wirkung 
der Diastase hemmt (außer der inaktivierenden Wirkung auf Diastase), 
nicht aber eine weitere, andersartige Reaktion zwischen Stärke und 
Diastase, infolge welcher die nachher erfolgende Spaltung der Stärke, 
die nach Entfernung des Jods mit Na,S,O, beschleunigt wird. Diese 
Wirkung ist selbstverständlich nicht so einfach nachzuweisen, da die 
Diastase durch Jod auch inaktiviert wird. Wir müssen unter solchen 
Bedingungen arbeiten, unter denen diese Inaktivierung nicht statt- 
findet. Eine solche Versuchsreihe ist in Tabelle V angegeben. 


Tabelle V. 


Wirkung des Jods auf den diastatischen Prozeß. 
Beschleunigung der Spaltung. 




















| Pj a) A |1proz.Stirkel. | Re 
i 5 bo EG proz.Starkelos | 3 3 = 
„Di N A T, Së Anv | 9% |sunggleichzeitig; e. 
gà. ag poo ? SP8 | SG) Entfärbung der | X59 | caktionen Bemcrkung 
SP S SE -un | 5% |  unpaarigen EK 
2.3 | nr = S ZS Probe beigefügt un 
, ccm cem ` ccm | «cm | *% ! cem | Sek. 
Ee E e ee a i = E rotgelb 
Set en 2 Së Os ES, N blau 
3 l 0,3 l 2. j —- rötlichgelb 
CSC EEN GE E E p blau 
NI 0.3 2 ee e — - gelblichrot 
6. — _ 2 GEZ l SÉ blau 
7! 1 03 3 05 1 = . rot 
NI — — j; 3 05 | a l SR blau 
| | shr HOJ 
9 1 (EW 02 | 40 au i blau a er 
10 tb Gg = 3 0,2 | 1 | i a JLeber: [blas 


, , schuß 
Proben 1, 3, 5, 7, 9 vor der Prüfung mit Na,S,O, entfärbt. 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, daß unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen wir sogar eine Beschleunigung der diastatischen Wirkung 
beobachten können, ja sogar auch unter Bedingungen, wo Jod in 
großem Überschuß vorhanden ist. Die Einwirkung des Jods darf in 
diesen Fällen bei Zimmertemperatur und nur kurze Zeit stattfinden. 
Schon nach 1 Minute langer Einwirkung von Jod auf Stärkediastase- 
gemisch ist diese Wirkung nachweisbar. In ganz geringem Grade 
wurde sie noch nach 40 Minuten Einwirkungszeit beobachtet. Dieser 
Unterschied tritt aber nur in den ersten Sekunden der Wirkung 
hervor, nach Aufhebung der J,-Wirkung durch Na,S,O,, ist aber dann 
regelmäßig nachweisbar. Damit ist also bewiesen, daß die diastatische 
Spaltung der Stärke in zwei gut unterscheidbaren Phasen abläuft, 
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von welchen die eine durch Jod vollkommen gehemmt wird, die 
andere unbeeinflußt bleibt. 

Die Jodwirkung auf Diastase und diastatischen Prozeß ist aus 
folgenden Einzelreaktionen zusammengesetzt: 

l. Inaktivierung der Diastase. Dieser Vorgang führt nicht zu einer 
vollkommenen Vernichtung, sondern nur zu einer Schwächung der 
Diastase. | 

2. Schutzwirkung der Stärke gegen die Jodinaktivierung der 
Diastase. 

3. Hemmung der Hydrolyse der Stärke durch Jod, wobei aber 
ein Teil der diastatischen Reaktion doch stattfindet. 


V. Die Wirkung des Jods auf die Säurehydrolyse der Diastase. 


Die Versuche von Berczeller (Österr. chem. Zeitung 1919) haben 
bewiesen, daß Jod auch bei der H'-Ionenkatalyse der Esterspaltung 
als negativer Katalysator fungiert. Bekanntlich hat Ostwald be- 
hauptet, daß die Esterspaltung nur von der Konzentration der 
H'-Ionen abhängt, doch hat man schon eine wenn auch geringe 
Wirkung der anderen Ionen beobachten können. Merkwürdig war 
es, daß bei J’ keine große Beschleunigung gegen die Br’ und ins- 
besonders Cl zu beobachten war, da man fast immer bei den Neutral- 
salzwirkungen diese Reihenfolge erhalten hat. Berczeller konnte nun 
nachweisen, daß dies einfach mit dem Jodgehalt der benutzten H J- 
Lösungen zusammenhängt, da diese, wenn sie jodhaltig sind, nicht 
stärker wirken als die anderen Säurelösungen. Reine H J-Lösungen 
wirken ausgesprochen stärker als z. B. HCl. Durch Zusatz von ge- 
ringen Mengen J, wird die H -Ionenkatalyse von H J stark geschwächt. 

In diesem Falle konnte eventuell die Erscheinung mit Dissoziations- 
vorgängen noch ‚erklärt‘ werden, wogegen allerdings schon das sonst 
gute Stimmen der Reihe der Säurewirkungen mit der H’-Ionenreihe 
spricht, und damit auch diese negative Katalyse mit dem Unwirksam- 
machen eines positiven Katalysators erklärt. (Näheres über diese 
Fragen siehe bei G. Woker, Katalyse, Bd. I. Schon aus diesem 
Grunde haben wir die Wirkung des Jods auf die Säurehydrolyse der 
Stärke untersuchen müssen. 

Aus Tabelle VI erschen wir, daß Jodzusatz auch auf die Säure- 
hydrolyse stark hemmend wirkt. Wenn wir nur geringe Mengen von 
Jod zu der Stärke setzen, dann bekommen wir nach der Hydrolyse 
grüne Lösungen, wenn wir nämlich mehr Jod zu der ursprünglich 
schwach blau gefärbten Probe nachträglich zugesetzt haben, was 
darauf hinweist, daß nur ein geringer Teil der Stärke nunmehr in 
der Lösung vorhanden war, und zwar eben dieser Teil, welcher mit 
dem in der Lösung vorhandenen Jod reagiert hat. 
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Tabelle VI. 


Wirkung des Jods auf die Säurehydrolyse HCl. 
Proben ım siedenden Wasserbad. 




















l. 
k 2 H b | H 
Ek l proz. l proz. :  lOproz. Farben nach | E 
SC |Stärkelosung Jodlosung HCl-Lösung ne a a 
2 3 | 20 Min. | %Min. : 9% Min. | Jodzusatz 
Kb cem cem . ccm | | 
, i | o 
E Zë 3 = 0.3 -l blau blau | gelblich gelb 
2 || 3 — 0,3 4 08 2 | e rötlich : 
3 l 3 - 0,3 IA ` , ` S farblos S 
2: 
l ! | Farbenrcaktionen mit J» nac t} 
Ka = Die WW H,O ZE roz. | BARS EN 
der Probe Starkelosung | lsLosung ne 
| 2Min. , Au Min, 
cem ccm cem ' 
l 2 o 0.3 - |] | gelb gelb 
J 3o = 0.3 - 0R  rötlichgelb ! d 
3 3 4 0.3 + 05 | rot ` 
| ; 





Die Versuche mit HCI haben wir mit ähnlichen, mit H, SO, ver- 
glichen, wobei wir ganz analoge Erscheinungen beobachtet haben. 


Tabelle VII. 
Vergleich der Hydrolyse der HCI und H, SO, 








ə | | Farben | 
5.2 oZ. Oproz, Oproz. | l | 
S £ ] Starke: is EI 1.806 OO „Jodreaktion sech 
lösung Lösung | Losung ` kachen Nao S.O,» Entfarbung 
Ee © ccm cum cem ` vm cem (II) 
, TAE ; mehr s: 
l 3 —- 0.3 =- 2 — — (violet') violett} Jod | grün 
a E 0.3 së 2 — (blau). blau [und| „ 
3 KE e A j 2 -- = 0,3 Geh HO 
4 3.40 ze E e 0-03 o 


Solange Jod in der Lösung vorhanden ist, können wir eine 
Dextiinbildung, das heißt Rotwerden der Lösung nicht beobachten. 
Damit ist also bewiesen, daß eine Stärkespaltung, analog wie beı 
Diastase, durch die negativ katalytische Wirkung des Jods verhindert 
wurde. Die zwei Reaktionen mit Stärke würden dafür sprechen, daß 
die Jodstärke-,,Adsorptionsverbindung‘‘ neue Eigenschaften, ins- 
besondere was Hydrolyse betrifft, aufweist, indem sie schwerer 
(oder vielleicht gar nicht) spaltbar ist und eine Spaltung erst nach 
Verschwinden des Jods stattfindet. Mit dieser Auffassung steht die 
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von Berczeller!) untersuchte quellungshindernde Wirkung des Jods bei 
Stärke im besten Einklange. Da die Quellung der Stärke — die 
physikalische Hydratisierung — als die allererste Etappe der Hydrolyse 
durch Jod ebenso gehemmt wird, wie die chemische Hydratisierung 
durch Säure oder Diastase. — Die Wirkung des Jods bei der Ester- 
katalyse warnt uns aber, diese Schlußfolgerung als alleinige ‚‚Ursache‘‘ 
der Jodwirkung hinzustellen’ Es scheint uns wahrscheinlicher, daß 
daneben das Jod auch eine viel allgemeinere Rolle als negativer 
Katalysator bei den Hydrolysen spielt, was in weiteren Unter- 
suchungen verfolgt werden soll. 


1) Berczeller, Über Jodstärke, I. Diese Zeitschr, 84, 106. 


Über Jodstärke!). 
II. Mitteilung. 


Von 


L. Berezeller. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 3. August 1922.) 


In meiner ersten Mitteilung habe ich nachgewiesen, daß die Jod- 
stärke sich auch in einigen quantitativen Beziehungen (im Temperatur- 
koeffizient, Gleichgewichtsverhältnis) so verhält, wie wir das bei 
Adsorptionsverbindungen zu beobachten gewöhnt sind. In den folgen- 
den Versuchen wurden einige weitere, für Adsorptionsverbindungen 
charakteristische Eigenschaften untersucht. 


I. Die Jodadsorption in verschiedenen Lösungsmitteln. 


Aus Tetrachlorkohlenstoff und Benzol wird kein Jod durch die 
Stärke aufgenommen?). In alkoholischen Lösungen ist die Jod- 
adsorption bedeutend geringer als in wässerigen Lösungen. In der 
folgenden Tabelle sind die Versuche mit alkoholischen Jodlösungen 
angeführt. 

| Tabelle I. 
Jodadsorption der Stärke aus alkoholischen Lösungen. 























Menge der Menge des Menge des Jods in n/19 ccm 
benutzten zugesetzten GREEN 
Stärke Alkohols zurückgeblieben nach adsorbiert nach 
zugesetzt À 
g ccm | | 24 Stunden | dn Stunden | 24 Stunden | 48 Stunden 
a EE A EE E E E 
5 7.210 mn gn 80,5 9,0 10.5 
5 100 ~ 428 41,0 40,5 2.8 2.0 
5 100 21,7 ! 20,3 20,7 | 1,4 1.0 
5 100 9.0 i 8.4 — 0.6 | = 
5 100 39 | 256 253 | 134 1.37 


1) Diese Arbeit wurde im Jahre 1912/13 in dem experim. pathologischen 
Institut der Universität Budapest (Prof. Franz Tanyl) fertiggestellt und 
aus äußeren Gründen nicht veröffentlicht. Jetzt wurde sie entsprechend 
ergänzt. 

2?) Wie dies auch schon von Küster nachgewiesen (Ann. d. Chem. u. 
Pharm. 283, 360). 
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Wenn wir die Zahlen der Tabelle I mit den Daten der vorigen 
Arbeit vergleichen, ersehen wir, daß die Jodadsorption in Alkohol 
nur einen minimalen Bruchteil der in Wasser ausmacht. 

Diese Versuche waren ohne KJ ausgeführt, da das Jod in abso- 
lutem Alkohol gelöst wurde. Deswegen konnte man den Einwand 
vorbringen, daß KJ zur Adsorption des Jods notwendig ist!). Dies 
kann aber schon damit widerlegt werden, daß bei den minimalen 
Konzentrationen einer wässerigen Jodlösung mehr absorbiert wird, 
als in den viel konzentrierteren alkoholischen Lösungen. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich eine quantitative Gesetz- 
mäßigkeit der Adsorption, indem die in konzentrierteren Lösungen 
aufgenommenen Mengen absolut größer sind als die in verdünnten 
Lösungen aufgenommenen, aber verhältnismäßig wird in den ver- 
dünnten Lösungen mehr Jod absorbiert. 

In den weiteren Versuchen wurde auch hier geprüft, ob ein 
Gleichgewicht erreicht wird. Die Versuchseinrichtung war dieselbe, 
wie in der ersten Mitteilung beschrieben wurde. 


Tabelle II. 


Menge Menge des 


EE 
a ` Zugesctzten alt i| Gehalt an Jod nach | 
er 


an 


d A i 
Starke: A. Jod SE | 





J cem n 10 cem; l | lI 
5 100 91.0 | 82.10 81.90 I. Erst wurde die Hälfte der 
A > 100 217 , 19,20 ' 19.40 Flüssigkeit mit der zweifach 
j ; | Ä konzentrierten Jodlösung ver- 


setzt und nach 20 Minuten mit 
i | Athylalkohol verdünnt. 


5 100 39 254 258 II. Erst wurde die Stärke mit der 
| halben Alkoholmenge versetzt 
= und durch 20 Minuten die ganze 
Jodmenge + ! Alkoholmenge 
zugefügt. 


Aus Tabelle II ist zu ersehen, daß nach kurzem Schütteln auch 
bei der Adsorption aus Alkohol ein Gleichgewicht erreicht wird. 

Mit diesen Versuchen ist also wieder ein Beweis dafür erbracht, 
daß Jodstärke eine Adsorptionsverbindung ist, denn bekanntlich 
(Freundlich, Kapillarchemie) wird bei Adsorptionsverbindungen aus 
alkoholischer Lösung weniger absorbiert, als aus wässeriger Lösung, 
da Alkohol eine bedeutend geringere Oberflächenspannung als Wasser 


1) Diese von Fresenius behauptete Annahme konnte sehon an wässerigen 
Jodlösungen in der ersten Mitteilung entkräftet werden, ebenso besteht 
dies auch nicht für alkoholische. 
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hat. Darauf ist auch zurückzuführen, daß aus Benzol oder Tetra- 
chlorkohlenstoff kein Jod aufgenommen wird. Hier scheint aber auch 
eine Rolle zu spielen, daß diese Lösungsmittel mit Wasser sich über- 
haupt nicht mischen und deswegen die Stärke darin nicht quellen 
kann, eben deshalb sehen wir wahrscheinlich nicht nur einen quanti- 
tativen, sondern einen qualitativen Unterschied in der Adsorption, 
was besonders hier gut zu beobachten ist, denn wenn wir nur ganz 
oberflächlich die Stärke, welche mit jodhaltigem Benzel in Berührung 
war, mit Wasser benetzen, entsteht keine Spur einer Blaufärbung, 
was bei Jodstärke mit Alkohol sogar nach gründlichem Waschen der 
Fall ist, und somit auch noch analytisch quantitativ nicht meßbare 
Spuren von adsorbiertem Jod nachgewiesen werden könnten. Aus 
mit Wasser nicht mischbaren Lösungsmitteln wird kein Jod adsorbiert. 

In dieser Eigenschaft unterscheidet sich die Jodadsorption der 
Stärke von der Kohle ganz wesentlich, indem Jod auch aus Benzol, 
CCl, usw. von der Kohle adsorbiert wird (ebenso wie auch Brom. 
wie dies von Freundlich beobachtet wurde), dagegen von Stärke nicht 
in den minimalsten Spuren, so daß in dieser Eigenschaft wir einen 
qualitativen Unterschied in den beiden Adsorptionsarten ersehen müssen, 
was um so interessanter ist, da sie sonst sogar quantitativ sich ähnlich 
verändern. 


II. Über die Jodadsorption verschiedener Adsorbentien. 


In der ersten Mitteilung wurden schon vergleichende Versuche mit 
Stärke und Kohle als Adsorbens gegenüber wässerigen KJ-haltigen 
Jodlösungen ausgeführt, wobei es sich herausgestellt hat, daß Jod in 
bedeutend größerem Maße durch Stärke gebunden wird. Bei Säuren, 
besonders bei leicht adsorbierbaren organischen Säuren, ist eben das 
entgegengesetzte der Fall: von Stärke werden sie wenig, dagegen 
viel bedeutender von Kohle adsorbiert. Es spielt also auch hier eine 
chemische Affinität zwischen Adsorbens und adsorbierter Substanz 
eine wichtige Rolle. 

Einen weiteren sehr wichtigen Faktor, nämlich den kolloidalen 
Zustand des Adsorbens, können wir bei der Stärke und bei den ähn- 
lichen komplexen Kohlehydraten beobachten. Durch Dextrin wird 
weniger bzw. schwächer das Jod gebunden als durch Stärke (von 
Zuckerlösungen und niedrigeres Molekulargewicht besitzenden Dextrinen 
wird das Jod nicht adsorbiert), wovon wir uns mit dem folgenden 
einfachen Versuch überzeugen können: Eine Stärkelösung teilen wir 
in zwei Teile, den einen Teil versetzen wir mit Diastase; nachdem 
die Erythrodextrinreaktion auftritt, versetzen wir die beiden Proben 
mit gleichen Mengen von Jodlösung. Wenn wir nun zu beiden 
Portionen langsam gleiche Mengen von Stärkesuspensionen in Wasser 
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zusetzen, können wir beobachten, daß die Erythrodextrinlösung viel 
früher entfärbt wird als die Stärkelösung. 

In den weiteren Versuchen babe ich die Adsorption der nicht 
gelösten Stärke mit Cellulose verglichen, welche Substanz chemisch 
der Stärke sehr ähnlich ist und nach schwacher Hydrolyse eine der 
Stärke ähnliche Jodreaktion gibt. Als Adsorbens wurde gereinigtes 
Filtrierpapier als Cellulcse benutzt. Die Versuche sind in Tabelle III 
zusammengestellt. 
































Tabelle III. 
Menge Menge 8 u Menge der Jodlösung in n/10 dem i i abeo hiin J 
des de 17° on der Flüssigkeit "TV durch Stärke 
Deeg CHE in der Flüssigkeit , Me re 
Adsorbens | Flüssigkeit zugesetzt nach Abzor tion adsorbierte | durch Cellulose 
g cem `, BEES Cellulose | Stärke e Cellulose | Stärke | e GE 
= PS Kee u. ES z SE 
5 100 | 2494 | 2242 | 1505 | 252 | 98,9 | 3,9 
3 100 '| 198,9 177,9 107,5 21,0 ı 91,4 $ 4,3 
5 100 163,9 145.1 77,5 18,7 | 86,4 ` 4,6 
5 100 || 124,7 109,3 46,0 | 15,4 | 78,7 | 51 


Aus den Versuchen ist ersichtlich, daß Cellulose vier- bis fünfmal 
weniger Jod bindet als Stärke. Die Adsorption ist also noch be- 
deutend geringer als bei Kohle. Von Interesse ist es auch, daß in 
verdünnteren Lösungen die Stärke mehr Jod bindet als in konzen- 
trierteren, denn wenn man die Konzentration der Original-Jod- 
lösung verdoppelt, verändert sich die Jodadsorption der Stärke 
gegenüber der Adsorption der Cellulose vom Fünffachen auf das 
Vierfache. 

Diese Versuche beweisen, daß mit dem kolloidalen Zustand der 
Stärke das Jodadsorptionsvermögen engstens zusammenhängt, denn 
sowohl bei kleinen — wie Dextrin — wie bei größeren — wie Cellulose — 
wird die Adsorption geringer. 


III. Über die Jodadsorption der gelösten Stärke. 


In den bisherigen Versuchen wurde immer nur die Jodbindung 
der festen Stärke untersucht, in den folgenden Versuchen soll die 
Jodbindung durch gelöste Stärke gemessen werden. 


1. Messung der Jodbindung durch Bestimmung des Verteilungskoeffizienten. 


Die Versuche wurden mit Tetrachlorkohlenstoff ausgeführt, da 
bei den anderen Lösungsmitteln (z. B. Benzol) eine sehr starke 
Flockung beobachtet wurde. Wie aus den weiteren Versuchen er- 
sichtlich ist, müssen wir auch bei Tetrachlorkohlenstoff annehmen, 
daß in der Emulsion, welche beim Schütteln nıit Stärkelösung sich 
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bildet, mehr Stärke vorhanden ist als in der übrigen Stärkelösung, 
aber in diesem Falle ist diese Wirkung verhältnismäßig gering, wogegen 
bei anderen Lösungsmitteln (in erster Linie bei Äther) dies sehr stark 
in den Vordergrund tritt. Auch konnte ich beobachten, daß diese 
Emulsionsbildung viel mehr in den Vordergrund tritt, wenn man 
nicht aus „löslicher Stärke“ bereitete Stärkelösungen benutzt, des- 
wegen wurden die Versuche mit löslicher Stärke ausgeführt '). 

Die 1°/, Stärke enthaltenden Lösungen enthalten immer mehr 
Jod als die entsprechenden wässerigen Lösungen. In dem beobachteten 
Meßbereich ist die Menge des gebundenen Jods ziemlich konstant. 
Aus den Versuchen ist auch die vorher erwähnte Tatsache zu er- 
sehen, daß ein Teil der Stärke aus der Lösung ausgeschieden ist; 
man bekommt nämlich in der Tetrachlorkohlenstoff- und Stärke- 
lösung immer weniger Jod als in der entsprechenden Tetrachlor- 
kohlenstoff- und wässerigen Lösung, was darauf zurückgeführt werden 
muß, daß sich die Stärkelösung beim Schütteln mit Tetrachlor- 
kohlenstoff zum Teil aus der Lösung abscheidet und sich an der 
Oberfläche der entsprechenden Emulsion verdichtet; weil also das 
Jod mit der Stärke mitgerissen wird, ist weniger davon in der Lösung 
vorhanden. 


2. Messung der Jodbindung durch Dialyse. 


Die Versuche wurden folgendermaßen angestellt: In Gläsern 
(300 bis 500ccm Inhalt) mit gut eingeriebenen Stöpseln wurden 
100 bis 200ccm fassende, aus Kollodium bereitete Dialysierschläuche 
gegeben. Die Innenflüssigkeit bildete 2 proz. Stärkelösung, die Außen- 
flüssigkeit verschieden konzentrierte KJ-haltige Jodlösungen. 

Von Zeit zu Zeit wurde ein aliquoter Teil der Innen- und Außen- 
flüssigkeit titriert und die Untersuchungen auf die Weise bis zur 
Erreichung eines Gleichgewichtes fortgesetzt. Die Dialysierschläuche 
wurden in der Jodlösung schwimmend gehalten; dadurch wurde 
hintangehalten, daß die Innenflüssigkeit zu- oder abnehme, wodurch 
die Konzentration der Stärkelösung verändert wurde. 

Aus Tabelle IV ist zu ersehen, daß auch unter diesen Versuchs- 
bedingungen eine Jodbindung durch die gelöste Stärke nachzuweisen 
ist, und zwar sehen wir wieder, daß in größeren Jodkonzentrationen 
relativ weniger Jod gebunden wird als in verdünnten. Dies spricht 
wieder dafür, daß es sich um eine Adsorptionsverbindung handelt. 


1) Ganz ähnliche Versuche wurden in der letzten Zeit. von Lottermoser 
ausgeführt (Zeitschr. f. Elektrochem. 27, 496—501, zit. nach Ber. über 
die ges. Phys. 11. 257), der auch den störenden Einfluß von CCl, bemerkte. 
Deswegen gebe ich keine Zahlenwerte an. 
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Tabelle IV. 











= n/lO ccm Jodlösung (in 10 ccm der Lösungen) 

5 nach 

E | 24 Stunden | AR Stunden | 12 Stunden |120 Stunden | 168 Stunden 
| o RE ESA E 

1 Jodlösung ..... 1,93 1,70 153 ' 138 Lin 
Stärkelösung . . . . 3,75 340 i 325 261 ; 2.18 
‚Adsorbiert J} ... | 1,82 170 1,72 1,23 1,02 

2 J,-Lösung.....: 474 466 | 4,37 3,79 3.08 
Stärkelösung . . . VO 6,74 6,29 5,29 4,42 
Adsorbiert Ją .. .  3I9 : 208 Lu 1,50 1,34 

3 J3-Lösung......, 74 | 675 ` 622 |; 545 4,62 
Stärkelösung . . . .; 952 941 : 910 819 6,81 
Adsorbiert J, ..., 211 2,66 2,88 2,74 : 2,19 

4 J,-Lösung......., 1006 , 992 9.44 8.72 ` 799 
Stärkelösung . . . . : 1260 ; 1242 11,87 10.78 9,75 
Adsorbiert Ją .. . | 254 | 250 2.43 2.06 1,76 


Bei dieser Methode konnte aber keine genauere Analyse der 
Jodbindung durch die gelöste Stärke vorgenommen werden, denn 
einerseits hat es sich herausgestellt, daß die Jodstärke während des 
Versuches ausgefallen war und dadurch eigentlich die Jodbindung 
der gefällten Stärke gemessen wurde, andererseits aber wurde der 
Vorgang durch die Jodbindung der Membran kompliziert, die eine 
langsame Abnahme des Jodgehaltes sowohl in der Innen- wie in der 
Außenflüssigkeit verursacht hat. 

Es ist also die Jodbindung der Stärke sowohl durch die Messung 
des Verteilungskoeffizienten wie durch Dialyse nachweisbar. Ebenso 
konnte dies Lottermoser (l.c.) durch die elektrometrischen Messungen 
beweisen. Beide Methoden ermöglichen aber nur eine grob-quantitative 
Untersuchung der Reaktion, die durch sekundäre Einflüsse in der 
quantitativen Verwertung der Ergebnisse gestört werden. Wir sind 
also heute nicht imstande, die Jodbindung so genau zu bestimmen 
wie die von Stärkesuspensionen. 

Sofern auch diese Daten keinen quantitativen Vergleich erlauben, 
zeigt sich dennoch, daß insbesondere in konzentrierteren Jodlösungen 
die Jodadsorption der gelösten Stärke bedeutend geringer wird als 
der der ungelösten, nicht gequollenen Stärke. Es wird also durch 
den Lösungsvorgang die Jodadsorption in derselben Richtung be- 
einflußt, wie es sich bei der Hydrolyse verändert. Diese Erscheinung 
ist auch mit der in der ersten Mitteilung beobachteten in gutem 
Einklange, indem es beobachtet werden konnte, daß Jodstärke viel 
weniger quillt als die Stärke selbst. 

Die Jodstärke ist also eine Adsorptionsverbindung: 
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l. Weil aus konzentrierteren Lösungen relativ mehr aufgenommen 
wird als aus verdünnten. 

2. Weil aus alkoholischen Lösungen viel weniger Jod durch 
Stärke aufgenommen wird als aus wässerigen. 

3. Weil auch benzolische CCl,-Lösungen sich ähnlich den bei 
Kohle beobachteten Erscheinungen verhalten, indem die Adsorption 
in diesen Fällen, bei Stärke Null, bei Kohle geringer wird. 

4. Weil auch bei Jodstärke sofort ein ‚„Gleichgewichtszustand“ 
auftritt. 

5. Weil bei Stärke eine ganz ähnliche Nachadsorption stattfindet 
wie bei Kohle. 

6. Weil der Temperaturkoeffizient beider Vorgänge (Jodadsorption 
durch Kohle und Stärke) sich parallel verändert. Die Konzentrations- 
veränderung allein oder die von Herzfeld und Klinger ') beobachtete — 
aber ganz selbstverständliche — Blaufärbung von Stärkelösungen 
(in Wasser) durch festes Jod können Adsorptionsverbindungen nicht 
charakterisieren. 


1) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 107, 268, 1920. 





Über die „Membran“ der roten Blutkörperchen. 


Von 
L. Berczeller. 


(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 3. August 1922.) 


Die einfachste und experimentell bestgeprüfte ‚Membran‘ zwischen 
Zelle und Interzellularflüssigkeit besitzen die roten Blutkörperchen. 
Daß ihre Oberfläche tatsächlich wesentlich andere Eigenschaften be- 
sitzt als das Innere sowohl der Blutkörperchen als des Plasmas wurde 
in einer sehr großen Zahl von physikalisch-chemischen (Tang! und 
Bugarsky, Höber, Hamburger, Spiro, Koeppe usw.) wie auch morpho- 
logischen (Heidenhain, Weidenreich usw.) Arbeiten bewiesen. An 
dieser Stelle soll auf diese Versuche nicht näher eingegangen werden, 
da sie schon wiederholt zusammengefaßt sind. 

In der letzten Zeit haben besonders die Untersuchungen von 
Brinkmann und Dam!) in mancher Beziehung klärend auf die Zu- 
sammensetzung der roten Blutkörperchen-Öberfläche gewirkt. 

Bei diesen Versuchen über die Zellenoberfläche im allgemeinen 
ist immer am schwierigsten, möglichst einfach zu deutende Versuchs- 
bedingungen zu schaffen, da durch die verschiedene Verteilung und 
Diffusion die Erscheinungen zu kompliziert werden. 

Ich habe deswegen versucht, die Wirkungen solcher Substanzen 
zu untersuchen, die nur in einem der beiden sich berührenden Phasen 
von Einfluß sind; dadurch nämlich, daß jeweils die innere bzw. 
äußere Flüssigkeit verändert wird, gestaltet sich die Aufgabe viel 
einfacher. Beeinflußt man zunächst die Außenflüssigkeit, sind folgende 
Möglichkeiten vorhanden: 

l. Können die roten Blutkörperchen in einem wasserunlöslichen 
Lösungsmittel suspendiert werden. 

2. In der Außenflüssigkeit werden Suspensionen von Kohle usw. 
hergestellt. 


1) Brinkmann und Dam, diese Zeitschr. 108, 35, 61. 
33 * 
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3. Wird die Wirkung von Substanzen auf die Zellmembran unter- 
sucht, die nicht in die roten Blutkörperchen dringen. 

Es liegen wohl bezüglich dieser drei Punkte vereinzelte Be- 
obachtungen vor, doch wurden meines Wissens die erwähnten Wirkungen 
nicht von den oben angeführten Gesichtspunkten aus zusammenfassend 
betrachtet. An dieser Stelle sollen einige in die zwei ersten Gruppen 
gehörende Erscheinungen behandelt werden. 


L Die Wirkung der wasserunlöslichen Lösungsmittel auf die roten Blut- 
körperchen. 

Bekanntlich verursachen die schwer oder kaum wasserlöslichen 
Narkotika schon in sehr geringen Konzentrationen Hämolyse der 
roten Blutkörperchen, weshalb ich die Versuche mit den in Wasser 
vollständig unlöslichen Ölen ausführte. Es wurden chemisch ganz 
verschieden zusammengesetzte Substanzen (z. B. Olivenöl, Zedern- und 
Paraffinöl) gewählt, um eventuell chemische Einflüsse durch gleiche 
Wirkungen auszuschließen. 


l. Paraffinöl. Gewaschene rote Hammel- oder Ziegenblutkörperchen 
wurden möglichst scharf zentrifugiert und sodann die überstehende 
Flüssigkeit abpipettiert. Hierauf wurden 2ccm Paraffinöl und 0,1 
bis 0,5cem Blutkörperchen in einer Reibschale möglichst vollständig 
verrieben. Die feine Emulsion, die sich daraus ergab, wurde sodann 
in physiologische Kochsalzlösung gegeben. Zunächst blieben die roten 
Blutkörperchen in dem Öl, wenn man aber die Flüssigkeiten längere 
Zeit schüttelt, werden die roten Blutkörperchen von der Kochsalzlösung 
aufgenommen, und durch nachheriges Zentrifugieren scheidet sich das 
Öl völlig ab. Hämolyse entsteht überhaupt keine, an der Oberfläche 
Öl-physiologischer Kochsalzlösung scheidet sich eine weiße Membran 
aus, worauf wir noch später zurückkommen werden. 

Das völlig gleiche Ergebnis erhielt ich, wenn ich die roten Blut- 
körperchen nicht zunächst mit Öl, sondern mit physiologischer Koch- 
salzlösung versetzte und hierauf mit Paraffinöl schüttelte. 


2. Olivenöl. Das Olivenöl reagiert etwas sauer, weshalb die 
Versuche mit einem Handelspräparat und einem chemisch gereinigten 
angestellt wurden. Die Resultate waren dieselben wie bei der An- 
wendung des Paraffinöls. Eine Suspension roter Blutkörperchen in 
Olivenöl wurde fast gar nicht hämolysiert in physiologischer Koch- 
salzlösung wieder aufgenommen. Bewahrt man die roten Blut- 
körperchen längere Zeit (16 bis 24 Stunden) in Olivenöl auf, so ver- 
färben sie sich braun bzw. schwarz (wahrscheinlich durch die Ölsäure), 
hämolysieren aber nicht. Auch bei Olivenöl entsteht an der Be- 
rührungsfläche Öl— Wasser ein weißes Häutchen. 
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3. Zedernöl. Dieses verhält sich ganz analog wie Olivenöl. 

Die ‚Membran‘ der roten Blutkörperchen wird also, wie sich aus 
den oben angeführten Versuchen ergibt, auch von den chemisch ver- 
schiedenartigsten Ölen nicht zerstört. In einer Emulsion roter Blut- 
körperchen in Ölen wird wohl ein Teil der oberflächenbildenden Sub- 
stanzen verdrängt (die weißen Häutchen an der Grenze Öl— Kochsalz), 
doch wird dadurch die Resistenz der roten Blutkörperchen auch gegen 
Hämolyse durch destilliertes Wasser nicht beeinflußt, was aus folgender 
Tabelle zu ersehen ist: 














Tabelle I. 
Phys. NaCl Dest. Wasser ` E 1 Tropfen Hammelblut 
are ; l ps in Zedernöl 
` om E An = nicht a! | in Paraffinol | suspendiert 
2,5 0,5 x | x | x 
2,0 1,0 + | + | + 
1,5 1,5 — — | — 
x bedeutet keine Hämolyse, +4 bedeutet schwache Hämolyse, — be- 


deutet vollständige Hämolyse. 


II. Ölsäure. 


Bekanntlich wirkt Ölsäure, in Serum oder physiologischer Koch- 
salzlösung suspendiert, hämolysierend auf rote Blutkörperchen. Ich 
habe deshalb noch folgende Versuche ausgeführt. | 

In einer Reibschale wurden rote Blutkörperchen mit Ölsäure 
verrieben und so eine feine Emulsion dargestellt. Nach kurzer Zeit 
verfärbt sich die Mischung (braunrot) und nach 5 bis 10 Minuten 
entsteht ein Gerinnsel, das sich weder durch physiologisches Kochsalz 
suspendieren noch durch destilliertes H,O lösen läßt. Dieses Verhalten 
der Ölsäure (im Gegensatz zu dem des Öles) führt zur Erörterung 
der Frage, ob die Ölsäure nur an der Oberfläche oder durch Eindringen 
in die Blutkörperchen wirkt, wofür die langsame Gerinnung sprechen 
würde. 

Um nun zunächst den Einfluß der Ölsäure auf gelöstes Hämoglobin 
zu prüfen, habe ich diese auf bereits durch destilliertes Wasser hämo- 
lvsierte Blutkörperchen wirken lassen. Eine bestimmte Menge roter 
Blutkörperchen wurde mit gleichen Teilen destillierten Wassers ver- 
setzt und sodann mit Ölsäure gemischt. Zunächst trat keine Ver- 
änderung, nach einigen Minuten jedoch Gerinnung ein, wobei auf- 
fallenderweise das Gerinnsel weiß und das Hämoglobin gelöst im 
Wasser blieb. 

Die Ölsäure wirkt also, wie dieser Versuch ergibt, auf die Ober- 
fläche der roten Blutkörperchen und hindert den Austritt des Hämo- 
globins. Sobald aber die roten Blutkörperchen gelöst werden, wirkt 
die Ölsäure nicht auf das Himoglobin, sondern fällt andere Bestandteile 
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der Blutsuspension aus der Lörung; beide Wirkungen finden nur mit 
der Zeit statt, können also nicht auf einen Diffusionsvorgang der 
Ölsäure zurückgeführt werden. 

Obwohl also die Wirkung der Ölsäure von der der Öle wesentlich 
verschieden ist, zeigen beide in der Flockenbildung nur quantitative 
Differenzen, da auch die Öle deutliche Häutchenbildung zur Folge 
hatten!). 


Sonstige organische Lösungsmittel. 


Ähnliche Häutchenbildung bzw. Flockung kann man auch bei 
anderen organischen Lösungsmitteln beobachten, die außerdem auch 
hämolytisch wirken, z. B. Amylalkohol. Wird eine rote Blutkörperchen- 
suspension mit überschüssigem Amylalkohol geschüttelt, werden die 
Erythrocyten gelöst. An der Grenzfläche zwischen der alkoholischen 
und wässerigen Schicht entsteht nach Zentrifugieren ein ganz weißes 
festes Häutchen, das also überhaupt kein Hämoglobin enthält. Bringt 
man dieses Häutchen in physiologische NaCl-Lösung oder destilliertes 
Wasser, so löst es sich fast vollständig auf; bei neuerlichem Am). 
alkoholzusatz bis zur Sättigung fällt es wieder aus. Die Reaktion 
ist also in diesem Falle eine reversible, was weder bei den Ölen noch 
der Ölsäure der Fall war. Auch ist die Häutchenbildung durch 
Amylalkohol quantitativ weitaus stärker. Ganz ähnlich liegen die 
Verhältnisse auch bei Äther, Chloroform und Benzol, doch wird hier 
die Verdrängung der Zellmembran durch andere Erscheinungen mehr 
oder weniger kompliziert, weshalb an der Stelle darauf nicht näher 
eingegangen werden soll. 

Wenn wir also die Resultate dieses Kapitels zusammenfassen, 
können wir von der „Membran“ der roten Blutkörperchen folgendes 
sagen: 

l. Die „Zellmembran“ ist in Ölen unlöslich. 

2. Mit Ölsäure gibt sie einen Niederschlag, wodurch der Austritt 
des Hämoglobins unmöglich wird. Andererseits aber nimmt der 


1) Für diese Auffassung spricht noch folgender Versuch: Die Wirkung 
der Ölsäure auf die intakten roten Blutkörperchen können wir während 
der Einwirkungszeit der Ölsäure auf die roten Blutkörperchen, bevor 
eine Gerinnung eintritt, immer noch aufheben, wenn wir, bevor Gerinnung 
eintritt, zu der Mischung destilliertes Wasser zusetzen (15 cem Hammel- 
blutsuspension + 1 eem Ölsäure + ] cem destilliertes Wasser). Solange 
noch keine Flockung eingetreten ist. wird in der vorher erwähnten Mischung 
immer gelöstes Hämoglobin vorhanden sein, hingegen kann nach ein- 
getretener Flockung trotz energischen Schüttelns kein Hämoglobin aus- 
gelöst werden. Die in der Weise mit destilliertem Wasser erhaltenen Nieder- 
schläge (l eem destilliertes Wasser wurde vor der Gerinnung des Blutes 
zugesetzt) enthalten auch kein Hämozlobin bzw. lassen das Hämpoglobin 
leicht auswaschen. 
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Niederschlag, der zwischen gelöster Membran und Ölsäure eintritt 
(nach Lösen der Zellmembran mit destilliertem Wasser), — auch in 
statu nascendi — kein Hämoglobin auf. 

3. Die ‚‚Zellmembran“ ist durch Amylalkohol kompakt ausscheidbar. 
Dieser Niederschlag ist in destilliertem Wasser oder in physiologischer 
Kochsalzlösung (ohne Amylalkohol) löslich, scheidet sich aber auf 
wiederholten Zusatz von Amylalkohol wieder aus der Lösung. 


Anhang zum ersten Teil. 


Da die Wirkung der Öle vom theoretischen Standpunkte im Hinblick 
auf die AMeyer-Overtonsche Theorie ein besonderes Interesse hat, habe ich 
diese Untersuchungen auch auf andere Zellarten ausdehnen wollen und 
zu dem Zwecke zunächst die Untersuchungen mit Hefezellen ausgeführt. 
Gleiche Teile von Hefe wurden einerseits in Wasser, andererseits in Öl 
suspendiert. In der Weasser-Hefesuspension wurde nachher eine ent- 
sprechende Menge Öl emulgiert, andererseits in der Öl-Hefesuspension 
dieselbe Menge Wasser emulgiert, wie die Wasser-Hefesuspension enthielt. 
Am Ende enthielten also beide Suspensionen gleiche Teile Hefe, Wasser 
und Öl. Ein wesentlicher Unterschied besteht insofern, als bei der Öl-Hefe- 
suspension die Hefezellen mit einer Ölhaut überzogen sind. Gleiche Teile 
beider Suspensionen wurden mit gleichen Teilen Zuckerlösung versetzt 
und in Gärungsröhren gefüllt. Die Gärung wurde bei 38° m Thermostaten 
vorgenommen. 

Diese Versuche ergaben, daß die in Öl suspendierte Hefe in ihrer 
W irkung sehr stark gehemmt wurde, dagegen verursacht die Emulgierung 
von Öl in der gärenden Flüssigkeit nur eine sehr geringfügige Hemmung 
der CO,-Entwicklung. 

Die Hemmung der Gärung durch Ölzusatz ist wahrscheinlich nur 
eine scheinbare und darauf zurückzuführen, daß sich die entstandene 
CO ,-Menge in Öl auflöst und deswegen der Bestimmung entgeht. 

Die künstliche Zellhaut aus Öl schwächt also die Lebensfunktion 
der Hefezellen bedeutend. Der beobachtete geringe Gärungsrest ist wahr- 
scheinlich darauf zurückzuführen, daß es bei dieser Versuchseinrichtung 
nicht vollständig gelingt, die Hefezellen mit Ölhäutchen zu versehen, da 
sie beim Schütteln mit Wasser sehr leicht wieder schwinden. Man kann 
dies daraus ersehen, daß in lünger geschüttelten (wie oben bereiteten) 
Hefesuspensionen ein Teil der Hefe beim Stehen sinkt und nicht mit dem 
Öl an die Oberfläche des Wassers steigt. 


UL Die Wirkung von Suspensionen auf die roten Blutkörperchen. 


Es liegen bereits einzelne Beobachtungen über die Wirkung 
einzelner in Wasser unlöslicher fester Substanzen auf rote Blut- 
körperchen vor. So ist die hämolytische Fähigkeit von Asbestfasern 
bereits bekannt. Friedberger und Putter haben die Wirkung von 
verschiedenen pulverisierten Materialien auch auf rote Blutkörperchen 
geprüft. Sie fanden Hämolyse mit Kaolin, Bolus, Kieselgur, Carbo 
animalis, Magnesit, Eisenhydroxyd; es hämolysieren nicht unter 
anderem Talkum CaCO,, Filtrierpapier, Watte, Bakterien usw. Sie 
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haben nur die Wirkung der fertigen Suspensionen geprüft, ich dagegen 
unter verschiedenen mechanischen Bedingungen. Gleiche Teile Pulver 
wurden einerseits mit physiologischer NaCl-Lösung benetzt, anderer- 
seits trocken mit gleichen Teilen roter Blutkörperchen (Ziegenblut) 
versetzt. Die so erhaltenen Mischungen wurden einigemal um- 
geschüttelt. Nachher wurde die ohne Kochsalzlösung bereitete 
Suspension mit entsprechender Kochsalzlösungsmenge versetzt, endlich 
die Suspensionen zentrifugiert und die Stärke der entstandenen 
Hämolyse geschätzt. Die benutzten Reagenzien waren: 

l. Tierkoble. 2. Seesand. 3. Lösliche Stärke. 4. Arrowroot- 
Stärke. 5. Albumin aus Ei. 6. Eisenpulver. 7. Bleipulver. 8. Gelbes 
Quecksilberoxyd. 9. Asbestfasern. 10. Talkum. 

Abgesehen von Quecksilberoxyd konnte durch alle Adsorbentien 
in irgend einer Weise Hämolyse beobachtet werden. Im allgemeinen 
hämolvsieren die nicht benetzten Adsorbentien bedeutend stärker als 
die benetzten. Unter den benetzten Adsorbentien hämolysierten nicht: 
Seesand, Eisen- und Bleipulver (wenn man die Blutkörperchen mit 
diesen Substanzen verrieben hat, trat auch Hämolyse ein). 

Besonders stark, fast nicht vergleichbar mit den anderen ist die 
hämolytische Wirkung der Kohle, welche zugleich das beste Adsorbens 
ist, was uns weiter beweist, daß die Pulver nicht mechanisch wirken 
(außer beim Verreiben), indem sie die roten Blutkörperchenmembranen 
zerreißen, sondern durch ihre Adsorptionsfähigkeit. Sie adsorbieren 
die Bestandteile der Zellmembrane, die eben mit Rücksicht auf ihre 
große Adsorbierbarkeit die Bildung der Zellmembrane bewirken und 
dadurch den Hämoglobinaustritt verhindern. Die Adsorptionswirkung 
ist unbenetzt deswegen größer, weil in diesem Falle die Adsorbentien 
in konzentrierterer Lösung wirken (bekanntlich wird in konzentrierterer 
Lösung mehr adsorbiert), dazu kommt noch, daß, wenn die Teilchen 
des Adsorbene nicht benetzt sind, eine innigere Berührung zwischen 
Adsorbens und Zellmembran ermöglicht ist, als wenn sich um dieselben 
eine Wasserhülle gebildet hat. Das beste Adsorbens — die Tier- 
kohle — wirkt also deshalb bedeutend stärker als alle anderen Ad- 
sorbentien. 


IV. Die Wirkung von Öl auf Suspensionen. 


Das Verhalten roter Blutkörperchen den vorher behandelten 
Substraten gegenüber wird noch mehr beleuchtet, wenn wir das Ver- 
halten anderen Suspensionen gegenüber beobachten. 

Wenn wir trockenes Kohlepulver mit Öl verreiben und das Öl 
dabei in genügendem Überschuß nehmen, können wir die Kohle auch 
durch mehrmaliges Ausschütteln mit Wasser nicht mehr vom Öl aus- 
treiben, sondern dies gelingt uns nur durch längeres (Stunden / 
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Schütteln am Schüttelapparat. Wir sehen also, daß sich diesbezüglich 
die roten Blutkörperchen anders verhalten, denn sie können durch 
mehrmaliges Ausschütteln wenigstens teilweise in physiologische 
NaCI-Lösung überführt werden und man braucht sie nicht allzu stark 
zu schütteln, um sie vollständig aus dem Öl ins Wasser überzuführen. 
Wie Kohle verhalten sich auch Kaolin, Talkum und Stärke. Das 
abweichende Verhalten der roten Blutkörperchen ist nur darauf zurück- 
zuführen, daß ihre Oberfläche mit Wasser benetzt ist; benetzen wir 
die vorher erwähnten Pulver mit genügend Wasser, so verhalten sie 
sich ebenso wie die roten Blutkörperchen. In der folgenden Tabelle 
sind einige diesbezügliche Versuche zusammengestellt. | 


Tabelle II. 


l. O,1g Carb. anim. Merck verrieben erst mit 0 cem Wasser, dann mit 
l cem Paraffınöl; 
0,1 g Carb. anim. Merck verrieben erst mit 0,05 cem Wasser, dann mit 
l cem Paraffinöl; 
3. 0,1 g Carb. anim. Merck verrieben erst mit 0,1l cem Wasser, dann mit 
l cem Paraffinöl; 
4. 0,1l g Carb. anim. Merck verrieben erst mit 0,2 cem Wasser, dann mit 
l ccm Paraffinöl; . 
5. 0.1g Carb. anim. Merck verrieben erst mit 0,25 ccın Wasser, dann mit 
l ccm Paraffınöl; 


ID 


nachher mit 2 cem Wasser umgeschüttelt. 
Die Kohle geht in Wasser nicht über. 
Spuren von Kohle gehen iiber. 
Viel Kohle geht über. 
Sehr viel Kohle geht über. 


H 


Si e e 


Die Differenzen in der Versuchsreihe sind höchst auffallend. Beim 
Talkum tritt schon bei 0,05 ccm Wasser ein deutlicher Übergang von 
Talkum in Wasser auf. 

Es gehen also auch wenig Wasser enthaltende Adsorbentien zuerst 
schwer in Wasser über, wenn sie in Wasser suspendiert wurden. Die 
weitere Aufgabe bestand darin, zu untersuchen, wie sich die so be- 
handelten Pulver gegenüber Wasser verhalten und ob noch eine 
Austauschmöglichkeit zwischen beiden besteht. Dieser Zweck konnte 
durch Untersuchung der Adsorption paraffinunlöslicher bzw. ölunlös- 
licher Substanzen verfolgt werden. Ich habe die Adsorption von 
Methylenblau untersucht. 

Es konnte bei Kohle, Talkum, Eiweiß als Adsorbens, bei Paraffinöl 
und Petroleum als benetzende Flüssigkeit nachgewiesen werden, daß, 
obzwar keine der Adsorbentien beim Schütteln in Wasser übergegangen 
ist, Methylenblau von ihnen doch adsorbiert wurde. 
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Besonderes Interesse haben diese Versuche, wenn wir sie mit dem 
Verhalten der Hefe Öl gegenüber vergleichen. Die Adsorbentien be- 
halten ihre Adsorptionswirkung auch mit Ölüberzug, Hefe aber gärt 
dann nicht, obzwar der Ölüberzug der Adsorbentien ein viel voll- 
kommenerer ist, als der der Hefe, da sie auch Wasser enthielt. Es 
müssen also bei der Hefe auch noch Verdrängungserscheinungen nebst 
der Ölwirkung stattfinden und das Öl wird nicht nur als Überzug 
wirken. 


Zusammenfassung. 

Eine Reihe morphologischer und physikalisch-chemischer Unter- 
suchungen führte zur Hypothese, daß die roten Blutkörperchen von 
einer Lipoidmembran begrenzt sind. Beobachtungen, die zu dieser 
Theorie geführt haben (wie die ‚‚Schmelzungserscheinungen der 
Lipoidhaut‘“, ‚Permeabilitätsbedingungen, gefolgert aus Hämolyse- 
erscheinungen‘‘, „Permeabilitätsverhältnisse künstlicher Lipoidmem- 
branen“) und nur auf indirekten Schlüssen beruhen, möchte ich hier 
nicht näher behandeln. Diese ‚theoretische Membran“ ist jedoch 
von größerem Interesse, da auf Grund der ‚Meyer-Oiertonschen‘ 
Theorie auch für die Nervenzellen eine solche Membran angenommen 
wird und da diese Zellen direkten physikalisch -chemischen Unter- 
suchungen nicht so zugänglich sind. Analogieschlüsse gegenüber 
Nervenzellen können aus dem Verhalten der roten Blutkörperchen nur 
sehr bedingt abgeleitet werden 

Meine Versuche beweisen auf direktem Wege, daß die roten Blut- 
körperchen nicht von einer öllöslichen Membran umgeben sind und 
alle Annahmen, die die Stärko der Hämolyse mit der Öllöslichkeit in 
Parallele bringen, fallen müssen. 

Auf Grund des Gibbschen Theorems kann man nun qualitativ 
manches auf die Zusammensetzung der ‚Membran‘ folgern, ja sogar 
auf ihre Veränderung durch Veränderung sowohl des Außen- wie 
Innenmilieus. Man kann aber keinesfalls daraus quantitative Schlüsse 
sogar auf viel einfachere Systeme wie die Oberfläche der roten Blut- 
körperchen es ist, ziehen. In chemisch oder physikalisch nahe 
stehenden Gruppen hat sicb die Oberflächenspannungserniedrigung 
an der Grenzfläche Luft— Wasser als sehr gutes Maß der biologischen 
Wirksamkeit erwiesen. Im allgemeinen sind pharmakologische Sub- 
stanzen in chemischen Gruppen um so wirksamer, je mehr sie die 
Oberflächenspannung an der Oberfläche Wasser— Luft herabsetzen. 
Dieselbe Gesetzmäßigkeit gilt auch für physikalisch verschiedene 
Zustände derselben Substanz. Diese Gesetzmäßigkeit gilt schon 
deshalb nur anniühernd, weil die Oberflächenspannung zwischen 
Wasser und Luft nicht immer parallel geht mit der Oberflächen- 
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spannung an anderen Grenzflächen. Zur genaueren Charakte- 
risierung der Adsorptionsverhältnisse in der Zelloberfläche wären 
gerade die Ausnahmen von Interesse, weil sie eben durch Ver- 
gleich mit anderen Grenzflächenerscheinungen diese Verhältnisse 
in den Zellen näher charakterisieren können. Dies Verhalten sagt 
jedoch nichts über die ‚Ursache‘ der Narkose oder anderer 
biologischer (pharmakologischer) Wirkungen (Desinfizientien), sondern 
ist nur ein Maß ihrer Wirksamkeit, die zeigt, daß eine Substanz um 
so wirksamer ist, je mehr davon in die Zelloberfläche gelangt. Nach 
der Ehrlichschen Theorie ist ja auch eine der wichtigsten Bedingungen 
für die Wirksamkeit der Arzneimittel ihre richtige Verteilung, und 
die Oberflächenspannungserniedrigung ist die, Ursache‘, daß möglichst 
viel Substanz an die Oberfläche gelange. | 


Die Versuche mit Ölsäure beweisen nun, daß solche Substanzen 
(Eiweißkörper) den Austritt des Hämoglobins aus den roten Blut- 
körperchen verhindern, die mit Ölsäure einen Niederschlag geben. 
Die hämolytische Wirkung der Adsorbentien beweist die lsichtere 
Adsorbierbarkeit membranbildender Substanzen, was auch ihr Vor- 
kommen gerade in Membranen begründet. 

Weitere Versuche, in welchen das Verhalten der roten Blut- 
körperchen den Salzlösungen gegenüber untersucht wurde, haben es 
bewiesen, daß bei diesen keine konstant zusammengesetzte Membran 
angenommen werden kann, sondern ihre Konstitution von der Be- 
schaffenheit der beiden sie begrenzenden Phasen abhängt. Die im 
experimentellen Teil beschriebenen Erscheinungen können also am 
besten durch die Oberflächentheorie erklärt werden und bilden so 
gleichzeitig für sie neue experimentelle Stützen. 


Über die Löslichkeit 
einiger Eiweißniederschläge in Alkoholen. 


Von 
L. Berczeller. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 


(Eingegangen am 3. August 1922.) 


Die Fällungsreaktionen der Eiweißkörper wurden einerseits zur 
Charakterisierung einzelner Eiweißarten, andererseits aber aus 
theoretischen Gründen, besonders zwecks kolloidchemischen Studiums 
der Fällungsvorgänge bei hydrophilen Kolloiden, mannigfach unter- 
sucht. Trotzdem sind die Vorgänge, die dabei eine Rolle spielen, 
noch sehr wenig geklärt. 

Die Wirkung der Leichtmetallsalze fassen wir seit den Unter- 
suchungen von Hofmeister, Spiro und Pauli als Entziehung des 
Lösungsmittels auf. | 

Die fällende Wirkung der Schwermetallsalze wird darauf zurück- 
geführt, daß Verbindungen der Eiweißkörper mit den Schwer- 
metallionen entstehen. 

Am wenigsten geklärt scheint die Wirkung der sogenannten 
Alkaloidreagenzien zu sein, wozu auch die Fällung durch Sulfo- 
salicylsäure im allgemeinen gerechnet wird. Obzwar eine der 
empfindlichsten und praktisch meist gebrauchten Eiweißnachweis- 
methoden die Fällungsreaktion der Eiweißkörper mit Sulfosalicylsäure 
ist, wissen wir über den Mechanismus der Fällung noch sehr wenig. 
Bekanntlich werden dadurch Eiweißkörper wie Albumosen und Peptone 
schon in ganz geringer Konzentration gefällt. Der mit Sulfo- 
salicylsäure entstandene Niederschlag löst sich in der Hitze bei 
Albumosen (Peptonen) auf, ebenso bei anderen Eiweißkörpern, welche 
keine Hitzekongulation, wie Casein, Gelatine, Edestin zeigen. Diesem 
Verhalten nach scheint es, daß die Eiweißkörper in dem Sulfosalicvl- 
säureniederschlag ihre ursprünglichen chemischen Eigenschaften be- 
halten haben. Ein ganz anderes Verhalten zeigt aber der Sulfo- 
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salicylsäureniederschlag nach @özony !) gegenüber Äthylalkohol. Gozony 
hat beobachtet, daß der Niederschlag der Eiweißkörper in Äthyl- 
alkohol löslich ist. Danach wäre die Eiweißsalicylsäure-,,‚Substanz‘ 
als ein ganz neuer chemischer Körper aufzufassen, da die Eiweiß- 
körper selbst durch Alkohol gefällt werden. Nun war es aus diesem 
Grunde von großer Wichtigkeit, zu entscheiden, ob die Lösung des 
Niederschlags auch in jenen Alkohol-Konzentrationen stattfindet, 
bei denen die Eiweißkörper durch Alkohol allein, ohne Sulfosalicyl- 
säure, gefällt werden. Man könnte nämlich die Wirkung des Alkohols 
auch noch in der Weise auffassen, daß es sich um eine Zurück- 
drängung der Adsorption der Sulfosalicylsäure durch Eiweiß handelt. 
Aus alkoholischen Lösungen wird im allgemeinen weniger adsorbiert 
als aus wässerigen (geringere Oberflächenspannung des Alkohols). 
Man könnte die Fällung durch Sulfosalicylsäure nun so auffassen, 
daß das Eiweißmolekül Sulfosalicylsäure adsorbiert; die Teilchen 
werden dadurch bedeutend größer und fallen aus. Durch Alkohol 
wird die Sulfosalicylsäure-Adsorption zurückgedrängt, deswegen geht 
der Niederschlag in Lösung. Diese Frage kann nun dadurch gelöst 
werden, daß untersucht wurde, ob in Alkohol das Eiweiß oder der 
Sulfosalieylsäureniederschlag stärker löslich ist. 
Tabelle 1. 


Gelatine + Sulfosalicylsäure + Äthyl- bzw. Methylalkohol, 
Aceton, Formaldehyd. 




















+ 10 proz. | | 
l proz. Sulto: + Zusatz 
Gelatinelosung ; salicylsäures Resultat in cem Resultat 
lösung von 
vum i om Be; 
| 96 proz. Athyb ` 
` alkohol 
0.5 j durchsichtig trüb | 1.0 klar 
1.0 0,5 milchig trüb 0,5 | e 
05 1.0 trüb 0.5 | Š 
0.5 | 2.0 schwach trüb | 0,5 N 3 
Methyl 
© alkohol, 

0.5 0.5 durchsichtig trüb 0.5 S S 
0.5 2,0 ' schwach trüb 0,5 1 trüb 
5 2.0 Mr A 1.0 x 

2,0 R $ 1.5 klar 
Aceton 
0.5 0.5 milchig trüb | 0.5 trüb 
0,5 0.5 i ” 1.0 r 
0.5 0.5 D Zu D 
, | 40 proz. Form: 
| |  aldehydlosung 
05 j o 05 . ! 10 klar 


1) Orvosi Hitilap. 1918. 
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Tabelle II. 
Gelatine + Methyl- bzw. Äthylalkohol, Aceton. 
1 SE Destiliertes | i Zusatz 2 | 
Gelatinclosung Wasser in ccm Resultat 
ccm ccm | von ' 
Methylalkohol 
0.5 0.0 0.5 stark trüb 
0,1 0,4 0.5 ` ausgesprochen trüb 
Athvlalkohol 
0.5 0.0 0,5 schwach trüb 
OI 0,4 0,5 = P 
Accton 
0,5 0,0 0,5 milchig trüb 
0,1 0.4 0,5 sehr stark trüb, stärker als 0,5 ccm 
Gelatine mit Methylalkohol 
Methylalkohol 
0.5 0.0 1.0 sehr stark trüb 
0,1 0.4 1,0 schwach trüb 
Athylalkohol 
0,5 , 0,0 1.0 undurchsichtig trüb 
0,1 | 0.4 1,0 Spur trüb 
Aceton | 
. 0.5 Ä 0,0 1,0 milchig trüb 
0,1 0,4 1,0 fast undurchsichtig trüb 
Methylalkohol ` 
0,5 | 0.5 0,5 stark trüb 
0,1 0.9 0,5 Spur trüb 
| Athylalkohol ` 
0.5 | 0,5 0,5 trüb 
0,1 | 0,9 0,5 klar 
Aceton 
0.5 0,5 0.5 stark trüb 
0,1 0,9 0,5 rm Së 
Athvlalkohol 
1,0 0,5 0,5 Spur trüb 


Andererseits war es interessant zu entscheiden, wie diese 
Eigenschaft der Eiweißkörper mit den anderen Fällungsreaktionen 
zusammenhängt und welche Lösungsmittel außer Äthylalkohol noch 
die Eiweiß-Sulfosalicylsäuresubstanz lösen. 

Ich habe meine Versuche mit Merck schen Gelatina animalis albissima, 
mit Ovalbumin, Blutalbumin (Merck), Casein (Merck), Edestin, mit 
nativem Ovalbumin und mit menschlichem Serum ausgeführt. 

l. Gelatine. 

Gelatine wird durch Sulfosalieylsävre verhältnismäßig schwer geflockt. 
Sogar 5 cem der lproz. Lösung geben unter Zusatz von 0,l ccm 1l0proz. 


Sulfosalievlsäurelösung eine klare Lösung, welche sich erst langsam trübt 
(s. Tabelle I und 11). 
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Aus den mit Gelatine ausgeführten Versuchen ersehen wir: 

1. daß tatsächlich der Niederschlag in Alkoholen sich besser löst 
als die Eiweißkörper selbst. Allerdings ist diese Wirkung beim Äthyl- 
alkohol im Verhältnis gering, aber beim Methylalkohol ist sie sehr groß. 
Durch Methylalkohol wird nämlich Gelatine auch stärker gefällt als durch 
Äthylalkohol, und Methylalkohol löst nur etwas weniger Gelatine-Eiweiß- 
niederschlag als Äthylalkohol. In den Lösungen von Äthylalkohol, in 
denen ohne Sulfosalicylsäure schwache Flockung oder Trübung mit Gelatine 
allein entsteht, wird der in Gegenwart von Sulfosalicylsäure entstandene 
Niederschlag gelöst. Mit Methylalkohol entsteht unter denselben Be- 
dingungen sofort eine starke Flockung. Besonders charakteristisch ist 
dabei der Versuch, in welchem bei geringer Methylalkoholkonzentration 
die Niederschläge: Eiweiß-Sulfosalicylsäure nicht gelöst, dagegen bei höherer 
Methylalkoholkonzentration gelöst werden. Ohne Sulfosalicylsäure ver- 
ursacht unter gleichen Bedingungen auch die kleinste verwendete Methyl- 
alkoholmenge starke Flockung der Gelatinelösung. 


Aceton flockt am stärksten die Gelatinelösung; mit Aceton ist der 
Niederschlag Gelatine + Sulfosalicylsäure vollständig unlöslich. 


Formalin löst auch den Niederschlag Eiweiß + Sulfosalicylsäure auf. 
Es verursacht in diesen Konzentrationen keine Flockung der Gelatine- 
lösung, seine Wirkung ist also mit der Alkoholwirkung nicht zu vergleichen. 


Hier besteht vielleicht auch die Möglichkeit, daß es sich nur um eine 
Adsorptionsrückdrängung handelt. 


2. Casein (s. Tabelle III). 


Tabelle III. 
Casein + Sulfosalicylsäure + Äthyl- bzw. Methylalkohol, Aceton, Formalin. 












































Er | | 
Š 2 ER | Zusatz | 
= Ss Resultat | inseem Resultat Bemerkung 
= 2 SH von | 
Ge" | \ 
cem eem —_ l el u d a 
| | |  Athylalkohol ' 
0.2 : 0,2 stark geflockt ` R 10 | fast klare a Jee er 
„a [10 cem destil- Flocken in klarer 
02 0,2 schwach til ae: Ws Pokar N Gestihierten Wassers 
05 02 $ FE 0,5 fast klar | 
0,5 DÉI 2 Ge 1,0 klar 
| ' Methylalkohol | 
05 02: , mg 0,5 L Spur trüb 
05 02. 1,0 © klar 
Aceton 
05.02 , 0.5 stark trüb 
0.5 Ku 8 e 1,0 ` Niederschlag 
l , 40 proz. 
Färnaldehyä 
05 0,1. H | 1,0 klar 
0.5 ‚1 0 stark trüb | 1,0 | ee 
05 | 1,0 | Re n 5.0 © fast klar 


WW 
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Tabelle Illa. 
Cagein + Methyl- bzw. Äthylalkohol, Aceton. 























0, proz. Destilliertes Zusatz | l proz. ‚Destilliertes. Zusatz 
Caseinlösung Wasser in CCM Resultar| Caseinlösung Wasser in cem Resultat 
ccm cem von cem cem von 
| Methyl Methyl» 
| alkohol alkohol 
0,5 05.05 klar 0,5 0,5 05 klar 
OL 09.05 „ 0,1 0,9 Däi n 
| ! 
| ` Äthyl« Abel, ` 
alkohol alkohol 
0,5 0.5 0,5 ve 0,5 0,5 0,5 
0,1 0,9 0,5 a 0,1 09 0,5 
Aceton Aceton 
0.5 0,5 ' 0,5 e 0.5 0,5 0.5 — schwach truh 
0.1 0.9 0,5 ` $ 0,1 0.9 0.5 
Mechel, 
alkohol 
0.5 05 20 klar 
Athyl» 
alkohol 
| | 0,5 05 120. 


Casein wird durch Sulfosaliceylsäure bereits in viel verdünnterer Lösung 
gefällt als Gelatine. Unter den bei Gelatine angegebenen Versuchsbedin- 
gungen wirkt Äthylalkohol sogar in viel größeren Mengen als bei Gelatine 
nicht lösend auf den Niederschlag, wie dies aus folgenden Versuchen er- 
sichtlich ist?). 


0,5 cem 1,0proz. Caceinlösung + 0,5 cem Sulfosalieylsäure 10proz. sehr 
starker Niederschlag 
-- 0,5 cem 96 proz. Äthylalkohol: Niederschlag bleibt, 
+ 1,0 ,, Se > : milchige Flüssigkeit, 
+5 ge ji P : stark trübe Flüssigkeit. 


Wenn man aber weniger Casein nimmt, wird der Niederschlag geringer. 
um bei ungefähr zehnmal so verdünnten Caseinlösungen als bei Gelatine 
sich vollständig in Äthylalkohol zu lösen. Casein unterscheidet sich aber 
dabei von Gelatine sehr wesentlich, da nämlich unter denselben Bedin- 
gungen wie bei Gelatine Casein mit den Alkoholen allein nicht geflockt 
wird, so daß die Versuche mit Casein nicht in dem Sinne zu verwerten sind 
wie bei Gelatine; nämlich daß der Niederschlag Sulfosalieylsäure — Eiweiß 
cine Verbindung mit ganz neuen Eigenschaften ist. 

3. Witte-Popton (s. Tabelle IV). 

Mitte-Pepton verhält sich, was die Ausflockbarkeit mit Sulfosalierl- 
säure und die Löslichkeit des Niederschlages in Alkoholen betrifft, fast 
wie Gelatine. Durch Sulfosalieylsäure wird nämlich auch in dem Falle 
die Löslichkeit des Peptons in Alkoholen erhöht, indem die Pepton-Sulfe- 
salicylsäureniederschläge sogar in den Alkoholkonzentrationen löslich sind, 
durch die mit Alkohol allein die Peptone gefällt werden. 


1) Die verwendete Caseinlösung wird mit 1°, Na,CO, bereitet. 
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Tabelle IV. Witte-Pepton + Sulfosalicylsäure + Methyl- bzw. Äthyl- 
alkohol, Aceton, Formaldehyd. 


























u 1 proz. i | 10 proz. ER 
i Gg De Resultat in ccm Resultat 
ccm | ccm Km 
` Athylalkohol 
0,5 0,5 milchig trüb | 0,5 klar 
1,0 0,5 stark trüb 0,5 fast vollkommen klar 
Methylalkohol 
0,5 0,5 milchig trüb ` fast 0,5 S 5 e 
1,0 | 05 | stark trüb 0,5 ausgesprochen trüb 
| | Aceton 
0,5 05 | milchig trüb ` 0,5 trüb 
0,5 | 0,5 | = n | 1,0 ffe? 
0,5 0,5 K e, zë 1,5 In 
0,5 0,5 S at gd 2,0 N A 
| ' 40 proz. Form» | 
aldehyd 
0,5 0,5 e g 1,0 klar 
1,0 0,5 stark trüb 1,0 A 
| | | 
ee Athylalkohol ` 
0,5 0,5 | == 0,5  undurchsichtig trüb 
| Methylalkohol | 
0,5 05 | — | 0,5 | trüb, durchsichtig 


Wie aus" den vorausgehenden Versuchen ersichtlich ist, verhält sich 


Witte-Pepton ganz ähnlich wie Gelatine, 


unterscheidet sich aber von 


derselben dadurch, daß Witte-Pepton von Äthylalkohol, Gelatine dagegen 
durch Methylalkohol stärker geflockt wird. 
4. Menschenserum (s. Tabelle V). 


Tabelle V. Serum + Sulfosalicylsäure + Methyl- bzw. Äthylalkohol. 








1:10 vers | 10 proz. 





dunntes |Sulfosalicyls Zusatz 
Menschen» säure» Resultat in ccm 
serum lösung Ke 
cem cem 
| | ||Methyle| Athyls 
Jk | Alkohol 
0,5 02 | stark trübe Flockung 0,5 = 
0,5 0,2 e & v | — 0,5 
0,5 0,2 DA Ed a IT Sek 
0,5 0,2 Sr % 4 N 
0,5 0,2 d d d 2,0 Se 
05 0.2 a SA e — | 20 
destilliertes | 
Wasser 
0,5 0,5 = es 
0,5 Ä 0,5 — L 2 E 
05.05 = = 
05 | 05 — — | 2 


| 








Resultat 
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| 
| 





li . 
| etwas weniger geflockt 


|| „ zm an 
stark trübe Flüssigkeit 


A 29 29 


29 A 29 
fast klare Flüssigkeit 


klar 

Spur Trübung 
| sofort trüb 
| sehr trüb 
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Mensehenserum wurde 1:10 verdünnt angewendet. (Es wurde eine 
Mischung von 15 Sera benutzt.) 

Beim Menschenserum ist auch die lösende Wirkung der Alkohole 
nachweisbar, wenn auch bedeutend geringer als bei Gelatine und auch 
geringer als bei Casein. Menschenserum wird durch Alkohole sehr stark 
geflockt, und zwar durch Äthylalkohol stärker als durch Methylalkohol 
(wie Wilte-Pepton). Äthylalkohol löst den Niederschlag mit Sulfosalierl- 
säure besser als Methylalkohol, was wieder darauf hinweist, daß zwischen 
der flockenden Wirkung auf Eiweiß und der lösenden Wirkung auf den 
„weiß-Sulfosalieylsäureniederschlag nur ein indirekter Zusammenhang 
besteht. 

5. Ovalbumin Merck (s. Tabelle VI). 

6. Serumalbummn Merck (s. Tabelle VII). 








Tabelle VI. 
Ovalbumin + Sulfosalieylsäure + Äthylalkohol bzw. Formaldehyd. 
Iproz. | _loproz. |. j Zusatz | 
Ovalbumin» Sulfosalicevle | = l 
lösung saurelosung Resultat in ccm | Resultat 
cem cem | von 
| Athylalkohol 
0,5 | 0.5 starke Flockung 0,5 starke Flockung 
0,5 | 0.5 S A 1,0 ag Mr 
0.5 0,5 e z 3.0 s v 
0,5 | 0.5 Se e DO si e 
0,1 0.2 ie e 0.5 Se i 
0,1 0.2 | e 5 | 1,0 Se X 
0,1 0,2 2 Br ZA | Se ` 
| 4) proz. 
| Formaldehyd 
j 0.2 8 2 1,0 i R o 
02 e ep 2,0 | ek o 


Tabelle VII. 
Blutalbumin (Merck) + Sulfosalieylsäure + Äthylalkohol bzw. 











Formaldehyd. 
erg, | TN | E u ION | m 
Blutalbumin»  Sulfosalicyls | | RG | 
lösung  saurelosung Resultat l in cem | Resultat 
ccm cem j | von | 
Athvlalkohol | 
0.5 | 0,5 starke Flockung 0.5 | starke Flockung 
0.5 | 0.5 e 3% 1.5 | ke e 
0.5 | 0.5 S Ge 3.0 | sr 
0,5 \ 0.5 e | 50 | Se 
0.1 | 0.2 X o 0.5 gi e 
0.1 0.2 S S 1.0 schwächere.. 
0.1 0.2 . T 20 sehr schwache 
l Flockung 
4) proz. ! 
| Formaldehyd ` ` 
0.5 0,5 ie = : 1.0 . starke Flockung 
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Beide Präparate haben sich in Wasser schwer gelöst. Bei Ovalbumin 
konnte keine Lösung des Sulfosalicylsäureniederschlages beobachtet werden, 
bei Serumalbumin nur eine ganz minimale, was höchstwahrscheinlich 
darauf zurückzuführen ist, daß sie durch das Herstellungsverfahren dena- 
turiert werden. Dies wird um so mehr wahrscheinlich gemacht, da der 
Sulfosalicylsäureniederschlag mit Serum sich in Alkohol löst. Interessant 
ist, daß der Sulfosalicylsäureniederschlag in beiden Fällen auch in Formalin 
unlöslich ist. 

7. Edestin. 

Edestin wurde in einer %proz. Na,CO,-Lösung aufgelöst. Es wird 
unter den hier angegebenen Verhältnissen ebenso wie Casein durch die 
beiden Alkohole nicht gefällt. Der Niederschlag wird durch Alkohole 
etwas stärker gelöst als Casein (s. Tabelle VIIT). 


Tabelle VIII. 
Edestin + Sulfosalieylsäure + Äthyl- bzw. Methylalkohol, Aceton, Form- 
































aldehyd. 
1 proz. 10 proz. Zusatz | | 
Edestin» !Sulfosalicyls : i 
lösung | säurclösung|| Resultat in ccm Resultat Bemerkung 
cem | ccm Sen | | 
| | | Athylalkohol | | 
05 05 | trüb ` 0,5 _ trüb Ä 
0,5 | 0,5 Í Vi | 1,0 d 
0,5 05 o e ? 1,5 S l 
0,5 05 5 S | 2,0 . Spur trüb | 
0,3 | us | ` 0,5 etwas trüb Lé om a 
d . 2 Mit destilliertem 
0,3 0,5 | | 1,0 | „ oa b | Wasser au 
0,3 | 0,5 | “ | 1,5 | Spur trüb | { 0,5 ccm zunächst 
0,3 0,5 | ge 1 2,0 fast klar | aufgefüllt 
| ` Methylalkohol | 
de Se mm et stark trüb ] Mit destilliertem 
0,3 | 0,5 | e 1,0 ze e | Wasser auf 
0,3 0,5 | Ge 1,5 kaum trüb if 0,5 ccm zunächst 
0,3 0,5 = I 2,0 i Spur trüb | aufgefüllt 
| e Aceton 
03 : 05 e | 0,5 stark trüb -ı Mit destilliertem 
03 !: 05 ` | | 15 | ae a 
ep 7 | S i S n” ` '[ 0,5 cem zunächst 
0,3 | 0,5 | „ 2,0 i an „ aufgefüllt 
05 105 ` be | 2 ‚ wieder Aufhellung ` 
S Formaldehyd `` s ; 
05 |© 05 5 | E trüber als mit 


| | - dest, Wasser Formaldehyd 


8. Natives Hühnereiweiß. 

Daß tatsächlich beim Herstellungsverfahren, insbesondere durch 
Trocknen bereits eine Denaturierung der Eiweißkörper erfolgt, ist allgemein 
bekannt. Folgender Versuch, welcher mit nativer Hühnereiweißlösung 
ausgeführt wurde, beweist, daß das native Ovalbumin mit Sulfosalicyl- 
säure gefällt, in Äthylalkohol ziemlich löslich ist. In Methylalkohol ist 
die Löslichkeit geringer (Tabelle IX). 
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Tabelle IX. 
Natives Ovalbumin + Sulfosalicylsäure + Äthyl- bzw. Methylalkohol. 





1:10 10 proz. ? A li 
verdunntes Sulfosalicyl» Zusatz 
Ficrklar  saurclosung Resultat in ccm Resultat 
cem cem | i von 
Athylalkohol 
0.2 0.1 sehr stark trüb 0.5 sehr stark trüb 
0.2 0,1 a M e 1,0 schwach trüb 
02 . 041 S A a 1.5 sehr schwach trüb 
0.2 | 0,1 E à 7 2,0 S 5 a 
Methylalkohol 
0.2 | 0,1 M z S 0,5 sehr stark trüb 
0,2 01 z 5 8 1.0 stark trüb 
0.2 | 0.1 š 3 z 1.5 7 Se 
02; 01 2 a e 2.0 etwas heller 
| destilliertes 
Wasser 
02 > Ql a e = 2.0 viel trüber als die alko- 


holischen Lösungen 


Die angeführten Versuche bestätigen also einerseits die Beobachtung 
von Goözony, daß der mit Sulfosalicylsäure entstandene Eiweiß- 
niederschlag in Alkohol mehr oder weniger löslich ist. Es konnte 
in mehreren Fällen auch der Beweis erbracht werden, daß durch 
Zugabe von Sulfosalicylsäure sogar die Löslichkeit des Eiweißes erhöht 
wurde, woraus der Schluß gezogen werden kann, daß mit Sulfo- 
salicylsäure neue Verbindungen des Eiweißes entstehen, welche ganz 
andere Löslichkeitsverhältnisse aufweisen. In der Hinsicht könnte 
die Beobachtung eventuell für die Trennung von Eiweißpräparaten 
verwendet werden, um so mehr, als wir gesehen haben, daß verschiedene 
Kiweißkörper sehr große Differenzen in ihrer Löslichkeit aufweisen. 
Mittels der Alkohollöslichkeit ist die Reinigung der Eiweißsulfo- 
salicylsäureverbindungen auch sehr einfach, da bei Verdünnen der alko- 
holischen Lösungen mit Wasser die Substanzen sich wieder ausscheiden. 

Wenn auch kein direkter Zusammenhang zwischen Fällbarkeit 
durch Alkohole und Löslichkeit des Sulfosalicylsäureniederschlags 
besteht, ist ein Parallelismus zwischen beiden Wirkungen unverkennbar. 
Am meisten ist dies in dem Vergleich von Aceton und Äthylalkohol 
zu erkennen. Aceton fällt die Eiweißkörper viel stärker als Äthyl- 
alkohol, es ist auch keine oder eine nur ganz minimale Lösungswirkung 
bei Aceton für den Sulfosalicvlsäureniederschlag nachweisbar. Eben. 
so verhält es sich, wenn wir die Albumine mit Gelatine oder Pepton 
vergleichen: Die Albumine werden durch Alkohol stärker gefällt, der 
aus ihnen hergestellte Niederschlag mit Sulfosalicylsäure löst sich 
auch viel weniger in Alkohol als bei Gelatine oder Pepton. Eine Aus- 
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Tabelle X. Gelatine + Esbach- ke + AL bzw. Methiy lalloro: 

















1 | | Z A 
: Esbach- usatz || 
Gelatine ` Reagens | Resultat | in ccm | Resultat 
a e Lo a nn 
| | ` | Athyle | 
` alkohol | 
0,5 | 0,5 sehr starke Flockung | 0,5 fast klar 
0,5 i 0,5 ` n 1 n | 1,0 d klar 
0,5 ‘10 S R B 05 fast klar 
0,5 | 10-1... % i 10 klar 
1,0 |! 05 $ P S | 0,5 stark trüb 
10,05 S s 5 © 10 "(Kar 
15 : 05 w S ? 05  'stark trüb 
15 | 05 a , j L0 klar 
0,5 ' 15 S n n | 05 | Flockung 
0,5 ı 15 S K S | 10 ‚stark trüb 
05 i 15 2 . 15 klar 
| Methyls | 
| alkohol 
05 1.085 Š S S 05 en Flockung 
0.5 0,5 g $ R 190 EN Trübung 
05 ; 05 u. Í 15 
0,5 | 1,0 S i a 05 starke Flockung 
05 ' 10 d s 4 1,0 ` Flockung 
0,5 1,0 P S S 1,5 sehrschwache Flockung 
05°; 1,0 5 R E ' 20 klar. 
10 : 05 ge e S 0,5 Flockung 
10:05 ae Í Li trüb 
In 05 aa S 15 klar 
15 | 05 s = e 05 „sehr starke Flockung 
15 | 05 8 e S 15 ` Floekung 
1,5 0,5 S N = Zu ‚klar, einzelne Flocken 
1.5 05 á 2 j! 3.0 Ä klar 
| Aceton | 
0,5 0,5 8 “x 05 Flockung 
0,5 Oh, i x 1,0 ` ed 
0,5 0,5 e S 1.5 | Care Re 
e als eraunnung m 
0,5 0,5 M. RW à 2,0 n destilliertem Wasser 


nahme sehen wir aber, wenn wir Casein oder Edestin mit Gelatine ver- 
gleichen. Unter den angegebenen Verhältnissen wird weder Casein noch 
Edestin durch Alkohol gefällt, der aus ihnen mit Sulfosalicylsäure ge- 
bildete Niederschlag löst sich in Alkoholen viel weniger als bei Gelatine. 

Die hier mitgeteilten Versuche beweisen also, daß durch Ein- 
wirkung von Fällungsmitteln auf Eiweißlösungen neue Verbindungen 
entstehen können, die die den Eiweißkörpern zukommenden Löslichkeits- 
verhältnisse nicht aufweisen, indem sie von den Lösungsmitteln SES 
genommen werden, die sonst die Eiweißkörper fällen. 

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, daß auch andere 
Gründe dafür sprechen, daß der Fällung durch Sulfosalicylsäure 
keine Adsorptionserscheinung, sondern eine chemische Wirkung zu- 
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grunde liegt. Meine Versuche über die Fällbarkeit der Cellulose- 
äther Ty haben gezeigt, daß die Celluloseäther mit Sulfosalicylsäure 
keine Fällung geben, und eben darin unterscheiden sie sich sehr 
wesentlich von den Eiweißkörpern, obzwar sie eine Reihe von gleichen 
Kolloidfällungsreaktionen geben. (Hitzekoagulation, Aussalzbarkeit, 
Fällung mit Tannin usw.) Die weitere Aufgabe ist nun, in ähnlicher 
Weise die anderen Fällungsreaktionen der Eiweißkörper zu unter- 
suchen, mit besonderer Rücksicht darauf, welche Rolle die Löslichkeit 
des Fällungsmittels in Alkohol dabei spielt. 

Zunächst habe ich die Untersuchungen auf weitere alkohullösliche 
Fällungsmittel der Eiweißkörper ausgedehnt. 


I. Versuche mit Prikrinsdäure. 

Als Fällungsmittel wurde das Esbachsche Reagens verwendet. 

a) Gelatine (s. Tabelle X). 

In Athyl- und Methylalkohol ist der mit Pikrinsäure entstandene 
Niederschlag löslich, in Aceton dagegen nicht. Die Resultate entsprechen 
vollkommen den mit Gelatine und Sulfosalievisäure erhaltenen Resultaten. 
Besonders bemerkenswert ist, daß nur in konzentrierteren Alkohollösungen 
die Lösung der Niederschläge eintritt. 


Tabelle XI. Witte-Pepton + Esbach-Reagens + Äthyl- bzw. Methylalkohol. 





I proz. Pk: Zusatz i 
Wilte Peptons i ! 
losung Reagens Resultat in cem Resultat 
ccm cem | | | | un 
| Athylalkohol 
0.5 05 starke Flockung 0,5 starke Flockung 
05 0,5 e u 1.5 schwache Trübung 
0.5 0.5 E a 20 Spur Opalexem 
0.5 0.5 S ` 2: d o 
0.5 0.3 ` k 05 starke Flockung 
05 0.3 8 x 1.5 schwache Trübun; 
0.5 0.3 z e 2.0 Spur Opalexem 
0.5 (OI A a 0.5 schwache Trübung 
0.5 04 i e 4.0 klar 
0.3 05 2 S 0.5 starke Flockung 
0.3 105 S a 1.0 schwache Trübung 
0.3 0.5 ` E 1.5 fast klar 
Mecthylalkohol 
0.5 0.5 = S 0.5 starke Flockung 
(LA 0.5 S R LO starke Trübung 
05 0.5 i 2 3.0 S , 
0.5 ' 02 A E 05 trüb 
0.5 0.2 R “ 20 P 
0.5 (LI S S 0.5 starke Trübung 
05 IN 2 s 1.0 schwach trüb 
0.5 ol ` A 2.0 sehr schwach trüb 
4 proz. 
Formaldehyd 
(A 0.5 2) ` N d 


kal - 


1) Noch nieht veröffentlichte Versuche. 
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b) Wiite-Pepton (s. Tabelle XI). R 

Auch bei Witte-Pepton ist eine lösende Wirkung von Athyl- und 
Methylalkohol auf den mit Esbach -Reagens entstehenden Niederschlag 
nachweisbar. Die lösende Wirkung der Alkohole ist aber bedeutend ge- 
ringer als bei Gelatine. 

c) Casein (s. Tabelle XII). 

Bei Casein (in 1l proz. Na,CO, gelöst) können wir eine Lösung des Nieder- 
schlags in Alkoholen nicht beobachten. Dagegen löst sich der Nieder- 
schlag in Formaldehyd auf. 














Tabelle XII. 
Casein + Esbach-Reagens + Äthyl- bzw. Methylalkohol, Aceton, 
Formaldehyd. 
c proz. | Esbachs | Zusatz | 
lösung: Reagens | Resultat | in cem Resultat 
vom ccm || | yen 
| ÄAthylalkohol 
05 — 05 starke Flockung ` 0,5 starke Flockung 
0.5 | 0,5 ß i 1,0 j j 
0.5 0,5 d d 2,0 1 nm 
0,5 05 ı „ & 5.0 k P 
0,5 0,1 | klar — 
05 | 02 | Spur Trübung — i 
0.5 | 03 starke Trübung ` 0,5 | Trübung bleibt unverändert 
0.5 0,3 WW W 1,5 H W „ 
0.5 ; 0,3 HI za | 3,0 H 39 39 
0,1 proz. 
0.2 02 starke Flockung 0,5 unverändert 
0.2 02 - o = 1,5 „ 
02 : 02 N R 3,0 S 
0,2 0,2 an en 5,0 | „ 
Methylalkohol Ä 
05 | 0,5 a g 0,5 | 5 
0.5 ' 0,5 as an 1,0 ; an 
05,0% : ou i 
0.5 0,5 a o Ä 5,0 sh 
| | Aceton 
0.5 0,5 | 2,0 stärker getrübt als mit 
| Formaldchyd destilliertem Wasser 
0.5 05. e | 1,0 Spur trüb ` 
05 0,5 2 e b 2,0 minimal getrübt 


d) Menschenserum (1:10 verdünnt) (s. Tabelle XIII). 

Bei der Sulfosalicylsäurefällung haben wir gesehen, daß denaturierte 
Eiweißkörper sich ganz anders verhalten als native; deswegen wurden 
die Versuche mit Menschenserum ausgeführt. (Das Serum war eine 
Mischung von 20 zur Ausführung der W. R. eingesandten Seren.) 

Wie aus vorausgehenden Versuchen ersichtlich ist, ist der durch Pikrin- 
säure erzeugte Niederschlag, wenn auch nicht vollständig, doch reichlich 
durch Äthylalkohol gelöst. 
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Tabelle XIII. Serum + Esbach-Reagens + Äthylalkohoi. 





Serum Esbachs | ! Zusatz | 
1:10 : e | 
verdunnt Reagens Resultat in cem Resultat 
ccm cem von k 
| Athvlalkohol 
|] 
05 0,5 starke Flockung 0.5 wird etwas klarer 
05 0.5 3 S 1.0 wird noch klarer 
0.5 0,5 x N 1.5 minimale Trübung 
05 '05 3 " 3.O dech erte  undurchsichtig trüb 
0.1 0.1 H 5 0.5 fast klar 
Ol 0.1 S = 1,0 klar 


e) Ovalbumın. 

Ovalburmin + Pıikrinsäureniederschlag ist in Alkoholen unlöslich. Gegen- 
über Casein unterscheidet sich dieser Niederschlag dadurch, daß er auch 
in Formalin vollkommen unlöslich ist. 

f) Edestin. 

Der Niederschlag mit Pikrinsäure löst sich in Alkohol auf. (0,5 cem 
l proz. Kdestinlösung + 0,5 Esbach-Rengens starke Trübung. Auf Zu- 
satz von l cem Äthylalkohol klar.) 


Wenn wir das Verhalten der Pikrinsäurefällung mit der Sulfosalicvl- 
säure vergleichen, sehen wir in mancher Hinsicht Analogien zwischen 
beiden Fällungen, dagegen aber auch einige beleutende Abweichungen. 
Die Pikrinsäurefällung entspricht zunächst insofern der Sulfosalievl- 
säurefällung, als eine Reihe der mit Eiweißkörpern entstehenden Nieder- 
schläge in Alkohol löslich ist. Ausnahmen bilden nur Casein und 
Ovalbumin. Der Ovalbuminniederschlag war aber auch bei Sulfo- 
salicvlsäure nur sehr schwach löslich. Am besten ist auch in dem Falle 
der Gelatineniederschlag gelöst. Im allgemeinen sind die Niederschläge 
in Alkohol weniger löslich als der Sulfosalicylsäureniederschlag. 


II. Tannin (s. Tabelle XIV). 

Gelatine. 

Wie aus den vorher geschilderten Versuchen ersichtlich ist, sind die 
mit Gelatine erhaltenen Niederschläge in Alkoholen nur ganz schwach 
löslich. obzwar in den hier angegebenen Alkoholkonzentrationen Gelatine 
selbst löslich ıst. Die Alkohole stören also durch Zurückdrängung der 
Adsorption unbedingt die Niederschlagsbildung, was besonders aus den 
Versuchen mit nachträglichem Zusatz von Tannin ersichtlich ist, man 
kann aber nicht von einer Löslichkeit der Niederschlagsverbindung sprechen 
wie bei Pıkrinsäure und Sulfosalieylsäure. 

Da die Niederschläge anderer KEiweißkörper in Alkoholen noch weniger 
löslich sind, habe ich diese Versuche nicht mitgeteilt. 


III. Phenol. 


Wie ich an anderer Stelle!) gezeigt habe, kann man zwei Phasen in 
der Phenolflockung der FEiweißkörper unterscheiden. Eine Vergrößerung 


1) Diese Zeitschr. 66, 191, 1914. 
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Tabelle XIV. Gelatine + Tannin + Methyl- bzw. Athylalkohol. 








( ‚proz. | Tannins Zusatz | 
‚clatines SS : j 
lösung lösung Resultat in ccm | Resultat 
ccm ccm von i 
Methylalkohol | 
0,5 0,5 gelatinöser Niederschlag 0,5 , klärt sich 
0,5 0,5 $ S | 2,5 ‚löst sich nicht vollstän- 
| ' | dig auf 
05 o 02 o, e | 2.0 ‚löst sich nicht vollstän- 
Ä | | | dig auf, klärt sich 
0,5 0.1 S N i 0,5 'klärt sich unvollständig 
0,5 | Ol oo , S | 2,0 löst sich unvollständig auf 
| i 
|  Äthylalkohol | 
0,5 ULI, : 0,5 etwas klarer 
05 ; 01 e 8 2,0 unvollständig gelöst. 
Alkohole ` Tanninlösung 
0,5 LI ` Spur trüb | 0,1  viskös, aber kein Nieder- 
Athyllös. | schlag 
0,5 1.0 trüber als mit 0,1 trüber als mit Äthylalko- 
Methyllös. , Äthylalkohol hol, kein Niederschlag 


der Teilchen und andererseits eine Hydrolyse. Die beiden Vorgänge können 
sich ebenso wie bei der Hitzekoagulation nicht voneinander trennen. 

Bei der Sulfosalicyl- und Pikrinsäure müssen wir unbedingt das Ent- 
stehen neuer chemischer Verbindungen annehmen, bei Tannin wäre, wie 
auch nach den Versuchen mit Celluloseäther, mehr die Annahme von 
kolloiden Komplexen berechtigt. Auch in der Alkohollöslichkeit unter- 
scheidet sich diese Gruppe. Zwischen diesen beiden Gruppen bildet Phenol 
einen Übergang, und deswegen soll auch die Alkohollöslichkeit des Phenol- 
eiweißpräzipitats untersucht werden. 

l. Gelatine (s. Tabelle XV). 

Wie aus den vorausgehenden Versuchen ersichtlich ist, wird der 
Gelatine-Phenolniederschlag in Alkohol stärker gelöst als Gelatine allein. 
Man muß also einerseits eine Zurückdrängung der Adsorption, andererseits 
aber eine Löslichkeitserhöhung (infolge der Hydrolyse) annehmen. In 
der Beziehung steht also die Phenolwirkung mehr der Sulfosalieylsäure 
und Pikrinsäurewirkung näher als der Tanninwirkung. Ich möchte doch 
nicht annehmen, daß Phenol mit Eiweiß Verbindungen eingeht, welche 
andere Löslichkeitsverhältnisse haben, da die Differenzen der Löslichkeit 
dazu zu gering sind, bedeutend geringer wie bei Sulfosalievlsäure und 
Pikrinsäure. Andererseits konnte aber eine geringe Löslichkeit des Nieder- 
schlags auch bei Tannin beobachtet werden. Die Differenzen sind auch 
hier nicht ganz scharfe, wie in der Kolloidehemie im allgemeinen, sondern 
ganz allmähliche. Wir sehen einen Übergang zwischen chemischer Ver- 
bindung und Adsorptionsverbindung, wo die Endglieder ziemlich scharf 
unterschieden werden können; es stehen aber zwischen ihnen eine Reihe 
von Übergängen. 

In Aceton ist der Niederschlag wieder nicht löslich. 

2. Witte-Pepton (s. Tabelle XVI). 

Bei Witte-Pepton sehen wir auch, daß nicht nur der Niederschlag 
Witte-Pepton + Phenol gelöst wird, sondern daß in Gegenwart von Phenol 
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die Löslichkeit, wenn auch nur in geringem Grade, größer ist als obne 
Phenol. In Aceton ist der Niederschlag unlöslich. 

3. Casein. 

Der Niederschlag zwischen Casein und Phenol ist sehr leicht ın Wasser 
löslich, und zwar leichter als in Alkoholen. In Aceton unlöslich. 

Der Niederschlag ist in Alkohol unlöslich. 

Die mitgeteilten Versuche beweisen, daß einzelne Eiweißpräzipitate 
alkohollöslich sind (besonders Gelatine-Sulfosalicylsäure). Die Löslich- 
keit der Präzipitate in Alkoholen ist in vielen Fällen eine bedeutend 
größere als im Eiweiß allein. Die Löslichkeit des Eiweißniederschlages 
in Alkohol hängt nicht mit der Alkohollöslichkeit des fällenden Mittels 
zusammen, da z. B. die Niederschläge mit Tannin in Alkoholen un- 
löslich sind. Vielleicht hängt das damit zusammen, daß Tannin das 
einzige kolloidale Fällungsmittel unter den hier angewendeten ist. 
Dies sollen aber noch weitere Versuche entscheiden. 

Die einzelnen Eiweißkörper weisen in der Alkohollöslichkeit ihrer 
Niederschläge sehr große Differenzen auf, welche mit der Fällbarkeit 
der betreffenden Eiweißkörper nicht zusammenhängen. Bei den ver- 
schiedenen Fällungsmitteln scheint die Löslichkeit der Eiweißnieder- 
echläge in derselben Reihenfolge geordnet zu sein, insbesondere 
zeigen die Gelatineniederschläge die größte Löslichkeit in Alkoholen. 
Die mit denaturierten Eiweißkörpern (Hitzekoagulation) erzeugten 
Niederschläge lösen sich in Alkoholen nicht oder bedeutend weniger 
als die nativen Eiweißkörper. 

Die Versuche beweisen, daß man unter den Eiweißpräzipitaten 
„chemische Verbindungen“ mit neuen Eigenschaften (Löslichkeit 
finden kann, von diesen chemischen Verbindungen zu Adsorptions- 
verbindungen führt aber ein ganz stetiger Weg, und eine scharfe 
Trennung ist auch in dem Falle nicht gut durchführkar, wenn auch 
in Grenzfällen große Unterschiede vorhanden sind. 

Die großen Unterschiede zwischen den verschiedenen Eiweißarten 
in ihren hier untersuchten Löslichkeitsverhältnissen machen es wahr- 
scheinlich, daß man die beobachteten Erscheinungon sowohl für die 
Reinigung der Eiweißkörper wie für die nähere Charakterisierung der 
einzelnen Eiweißindividuen wird benutzen können. Insbesondere wird 
die Untersuchung noch weiterer pflanzlicher Eiweißkörper interessant, 
welche in Alkoholen löslich sind. 


Physikalisch-chemische Untersuchungen über das Karzinom. 
Von 
N. Waterman. 
(Laboratorium Antoni von Leeuwenhoekhuis, Amsterdam.) 
(Eingegangen am 3. August 1922.) 
Mit 26 Abbildungen im Text. 


Einführung. 


Wie es scheint, beginnt sich das Dunkel, das bis jetzt über das Krebs- 
problem ausgebreitet lag, zu lichten. Die schönen experimentellen Unter- 
suchungen der Japaner Yamagiwa und Ichakawa, Tsusuki und Fibigers 
sind verheißungsvolle Anfänge. 

Gredanklich aber brachten sie nichts Neues, sie fußten einfach auf 
der Irritationslehre Virchows. Es war kein Zufall, daß ein Kliniker, Kraus (1), 
bei Gelegenheit der Säkularfeier Virchows in seinem Aufsatz erklärte, 
daß die Zellularpathologie noch immer aufrecht stände, nur mehr als bisher 
sich den Auffassungen der Kliniker und Biologen zu beugen hätte. 

Man könnte es anders so ausdrücken, daß es nicht anginge, die Irritation 
und deshalb die Irritationslehre nur an ein bestimmtes Substrat eines 
bestimmten Dispersitälsgrades, eben die Zelle und deren sichtbare Elemente, 
zu binden. 

Physikalische Chemie und Kolloidehemie stehen im Begriff, dem unter 
der einseitig mikroskopischen Betrachtung erstarrten Krebsproblem neues 
Leben zuzuführen. 

Durch diese neuen Wissenszweige werden nicht nur Systeme von ganz 
anderen Größenordnungen in Betracht gezogen, sondern die statischen 
Untersuchungsergebnisse der alten Mikroskopie werden durch die neuen 
Disziplinen auch mit dynamischen Anschauungen bereichert. Das Kon- 
stitutionsprinzip kehrt wiederum in gesteigerter Bedeutung in die Patho- 
logie zurück (verschwunden war es freilich in der Klinik niemals), und die 
alte Morgagni-Virchowsche Lehre muß sich der Erkenntnis beugen, daß 
Krankheit nur einen Organismus, keine Zelle befallen kann, indem eben 
Gesundheit nur in richtig abgestuften labilen Gleichgewichtsverhältnissen 
zwischen allen körperlichen Elementen aller Größenordnungen bestehen 
kann. 

So springt es in die Augen, wie sich die neue Auffassung wiederum 
der alten Humoralpathologie, ursprünglich auch eine Konstitutionspatho- 
logie, nähert. Aber wie verfeinert und bereichert! Welch eine Forschungs- 
arbeit liegt zwischen der Hippokratischen Konstitutionsauffassung und 
z. B. dem Schema, das jüngst von L. J. Henderson (2) entwickelt wurde, 
worin die exaktesten Methoden der physiologisch-chemischen Forschung 
zur Anwendung kamen. Und doch ist bei allem technischen Unterschied 
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gedanklich keine Neuheit gebracht worden. Die Menschheit ist eben an 
Begriffen erstaunlich arm, und es sind immer deren zwei, die in gesetz- 
mäßiger Folge wieder erscheinen und einander ablösen. 

In gewissen Stadien verschmelzen dann beide Auffassungen zu einer 
höheren Einheit, wobei eine gewisse Klärung eintritt, bald wieder von 
neuen Divergenzen gefolgt, usw., wobei am Ende das Ideal, der reine Begriff, 
in der Ferne erscheint, ohne je erreicht zu werden. 

Wir leben jetzt also wieder in einem Zeitalter der Konstitutions- 
bzw. Humoralpathologie, in dem vornehmlich betont wird, daß alle die 
Vorgänge, die die neuere Krankheitslehre betrachtet, sich in flüssigen 
oder halbflüssigen Systemen abspielen. 

Es wäre deshalb an der Zeit, anzugeben, an welche Hebel diese neue 
Humoralpathologie beim Krebsproblem ansetzen kann. Es wäre über- 
flüssig zu sagen, daß nur Anfänge da sind, aber folgende Fragestellungen 
können, wie ich im folgenden zu erweisen versuchen will, sich der Krebs- 
forschung nützlich erweisen. 

a) Für die Zellenausgestaltung und -teilung ist die Oberflächen- 
spannung des Milieus, in casu des Blutes und der Zelle, von schwerwiegender 
Bedeutung. Es ist interessant, daß eben bei der Krebskrankheit Ab- 
weichungen in dieser Beziehung vorhanden sind. Darauf weist unter 
anderem die Ascolische Meiostagminreaktion mit Sicherheit hin. 

b) In engem Zusammenhang mit diesem Problem steht die Frage 
nach der Bedeutung des physikalisch-chemischen Vorganges der Glyko- 
genese für den Tumorprozeß. Wenn auch die ursprüngliche Auffassung 
Braulis (3), nach der eine gesteigerte Glykogenese der Malignität propor- 
tional sei, nicht ganz aufrecht zu erhalten ist, so kann man doch einen 
Konnex zwischen dem rapiden Wachstum und der Glykogenese nicht 
wegleugnen. Hier ergeben sich dann wieder Beziehungen zu den Pro- 
zessen der fermentativen Tätigkeit und Funktionen der innersekretorischen 
Organe, vor allem des Pankreas. Auch klinische Gesichtspunkte kommen 
dabei in Betracht, die gewisse Beziehungen zwischen dem Prozeß der 
Zuckerkrankheit und dem Tumorprozeß ans Tageslicht gefördert haben. 

c) In der Erforschung des Sauerstoffverbrauchs im Tumorgewebe, 
der zu schnellem und dauerndem Wachstum und Zellteilung in erhöhtem 
Maße erforderlich ist, tritt eine neue Seite der physikalisch-chemischen 
Forschung hervor, indem, nach den äußerst wichtigen Arbeiten Warburys (4), 
auch er sich als Funktion der Oberfläche herausstellt. Wenn wirklich 
alle Phasen der O-Zehrung am Kohlenstoffmodell nachgeahmt werden 
können, wenn auch dieser Vorgang am Modell reversibel narkotisierbar 
erscheint, dann muß auch hier der Begriff der Zellautonomie der physi- 
kalisch-chemischen Betrachtungsweise weichen. 

Untersuchungen auf diesem Gebiete wurden schon von Dirken und 
mir (5) und den englischen Forschern Russell und Gye (6) ausgeführt. 
Ein Abschluß ist noch nicht erreicht worden, und interessanterweise er- 
heben sieh hier Schwierigkeiten in der Beurteilung der Resultate, die 
mittels der manometrischen Technik nach Barcroft gefunden worden sind, 
und der Ergebnisse, die man bei der Anwendung einiger Reduktionsverfahren 
erhalten hat. 

Auch hier tritt wiederwn die Bedeutung der Lipoidstoffe hervor, 
indem es den Anschein hat, daß die Verbrennungen erstens an den Fett- 
stoffen sich abzuspielen scheinen, zweitens, daß diese Stoffe in hervor- 
ragendem Maße an der Scheidung der verschiedenen Reaktionsorte in 
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der Zelle, eine unverrückbare Bedingung für so viele nebeneinander her 
verlaufende chemische Prozesse, beteiligt sind. Damit ist eine Brücke 
zwischen dem hier und unter a) behandelten Gegenstand geschlagen 
und der Erkenntnis der engen Beziehungen zwischen O-Zufuhr und Blut- 
heschaffenheit der Weg gewiesen. 

d) Zuletzt aber muß die Bedeutung der Ionenlehre für das Tumor- 
problem anerkannt werden. Die verschiedenen Ionen sind es, die, sei es 
frei oder in Bindung an Kolloide, die Eigenschaften dieser Zellsubstanzen 
bedingen. Die Bedeutung dieser anorganischen Substanzen ist jetzt noch 
unübersehbar groß. Es ist denn auch erklärlich, daß wir im folgenden 
uns hauptsächlich diesem Studium zuwenden werden, zumal dafür mehrere 
Wege zugänglich sind und wir hier erfahrungsgemäß über exakte Forschungs- 
methoden verfügen. 

Dem unter a) Erwähnten wird eine besondere Abhandlung gewidmet 
werden müssen, zumal die Serodiagnostik, die darauf basiert, eine ein- 
gehende Prüfung und Besprechung erheischt. Was b) anbelangt, so müssen 
hier die Resultate der weiteren Inkretforschung abgewartet werden, denn 
auf . diesem Gebiete ist eine selbständige Entwicklung schwer möglich. 
Dabei machen noch die klinischen und hereditären Verhältnisse, die in 
diesem Problem stecken, eine Besprechung der Erblichkeitsverhältnisse 
in der Tumorfrage erforderlich, denen physikalisch-chemische Methoden 
nicht gewachsen sind. Die große Wichtigkeit der Erblichkeitsverhältnisse 
soll damit nicht verkannt sein; das Tumorproblem wird sich ohne ihre 
Erkenntnis nicht restlos lösen lassen; überdies dokumentieren die schönen 
Untersuchungen Maud Slyes an einem riesigen Mäusematerial ihre Wichtig- 
keit zur Genüge. Auch sie verlangt eine besondere Abhandlung. Die Frage 
nach der O-Zehrung des Tumors ist aller Wahrscheinlichkeit nach ein 
Sekundärproblem und wird nach den neueren Studien Woarburgs wohl 
eine einfache Antwort finden können. 

So bleibt für unsere willkürlich beschränkte Aufgabe in dieser Ab- 
handlung die Erörterung der verschiedenen Ioneneinflüsse in Beziehung 
zu dem Krebsproblem übrig; und auch dabei hat noch eine Wahl statt- 
finden müssen. 

Im ersten Kapitel wird die Bedeutung und methodische Erforschung 
der Kalium-Caleiumwirkungen besprochen werden und ihre Beziehung 
zum OH-Gehalt des Blutes. 

Im zweiten wird die Bedeutung der Ionenpermeabilität für das Krebs- 
problem auf elektrochemischem Wege beleuchtet und der Krebsforschung 
eine neue Untersuchungsmethode in die Hand gegeben. 

Im letzten Kapitel endlich wird das Vorhergehende an Mikrophoto- 
grammen, die nach den Methoden Maccallums gewonnen worden, näher 
erörtert und illustriert. 

Es erübrigt sich, darauf hinzuweisen, daß ich diesen Ausführungen 
keinen definitiven Wert beimesse; wohl haben sie, und ich hoffe, mich nicht 
darin zu täuschen, eine gewisse Bedeutung, insofern sie Beobachtungen 
auf verschiedenen Gebieten unter einem Gesichtspunkt bringen und eine 
Zusammenstellung enthalten, die wir in der äußerst wirren Karzinom- 
literatur nur mit Schaden vermissen. 
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I. 
Verhalten des Kaliums und Calciums. 
Mit Abbildungen 1 und 2 im Text. 


Frühere analytisch-chemische Untersuchungen (7) hatten mich 
bei der Nachprüfung der Angaben Beebes (8) und Clowes und Frisbte (9). 
die ich bestätigen kann, gelehrt, daß im allgemeinen bei Tumoren 
mit schnellem Wachstum und großer Malignität ein hoher Gehalt an 
Kalium, ein niedriger an Calcium parallel geht, so daß in extrem 
malignen Fällen der Koeffizient K/Ca sehr hoch gefunden wird. Im 
Gegensatz dazu findet man nun bei verlangsamtem Wachstum, vor 
allem aber bei degenerativen Vorgängen, eine Zunahme des Calcium- 
gehaltes, so daß sich dann der Koeffizient K/Ca bedeutend erniedrigt, 
ja bisweilen sich dem Nullwert nähert. 

Aus dem bunten Durcheinander schnell wachsender und degene- 
rierender Teile in den Tumorstücken lassen sich leicht die Ergebnisse 
ableiten, denen man in Stichproben begegnet, wozu Tabelle I einige 
Belege gibt. Die soeben erwähnte Regel scheint bei allen Wachstun:is- 
prozessen zuzutreffen,; so können auch z. B. in der Pflanzenphysiolagi:® 
bei der Entwicklung von Gallen, Zellner und Branhofer (10) analoge 
Daten anführen. Dieselben analytisch-chemischen Untersuchungen (l0; 
aber zeigten, an der Serumasche Tumorkranker durchgeführt, keinen 
erheblichen Unterschied in der K- und Ca-Menge gegenüber den in 
der Literatur als normal angegebenen Quantitäten. Übrigens scheint 
die Methodik hier noch verbesserungsfähig. Ich fand im Serum Tumor- 
kranker im Mittel 0,024% K, 0,010% Ca; Krehbiel (11) findet eben- 
falls im Tumorserum normale Calciumwerte. 

Es muß aber sofort zugegeben werden, daß diesen Aschebestiimn- 
mungen doch nur eine untergeordnete Bedeutung zukommt. Es kommt 
bei diesen Studien doch nicht so sehr auf die Gesamtquantität der 
genannten Elemente, sondern mehr auf die Größe ihrer aktiv wirk- 
samen Menge an. Und wo diese Elemente in drei Formen vorhanden 
sein können, als lon-Eiweißverbindung, als nichtdissoziiertes Salz und 
als freies Ion, da liegt die Möglichkeit offen zutage, daß bei gleich- 
bleibendem Totalquantum das gegenseitige Verhältnis dieser Fraktionen 
sehr wohl Änderungen unterworfen sein kann. 

Als die aktivste Form dürfte wohl die des freien Ions betrachte: 
werden, und man könnte sich fragen, wie eine besondere Bestimmung 
derselben am besten ausführbar sei. Es fragt sich deshalb, ob bei 
gleicher Totilmenge an K, Na und Ca im Serum Tumorkranker eine 
Verschiebung im Gehalt an freien Ionen wahrnehmbar ist. 

Wenden wir uns zu dem in dieser Beziehung wohl wichtigsten 
Calciumion, so könnte man dazu drei Wege einschlagen: 


IR 
12° 
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Tabelle I 
Art des Gewebes k | Da Ge | Pz Os = | Bemerkungen 

See eet E E EE ee WË 
Schnellwaochsendes | | | ti 

Mammakarzinom . . 0,95 | 1,198 0,045 | — | 21 ' Alle Werte sind 
Rezidiv eines Mamma- | auf Trocken- 

karzinoms ..... "0,79 | 1,091 | 0,0823! 2,536| 9,5 material be- 
Mammakarzinom. Der . rechnet 

weglich . . 2.2... ' 0,516 | 0,767 | 0,146 | 3,64 | 3,6 





Medullarkarzinom, der | 
© Mamma: schnelles | Ä | 
Wachstum ..... 1,16 | 0,812 0,031 | 2,883 39 | 
Scirrhus mammae. | | | 


Tumor ist noch be- | | 
Zweijähriger Prozeß . i 0,395 | 0.654 0,0951| 1,98 | 4 | 


Fibroadenoma mammae | 0,082 | 0,360 0,101 | 0,185) 0,8 ` 
Fibromyoma uteri; teil- ` | | | 
weise nekrotisiert . . ` 0,016 0,476 2,62 | 5,487 0,008. 
Schnellwachsendes Sar- | | | | 
kom .. .. . . . . | 1,306; 0,844 0,0539 2,667 | 25 
Sehr malignes Sarcoma | | | | | 


humeri . . om 1,28 .0,048 | 3,126, 20 


Sarcoma orbitae bei | | 
einem Kinde: teil- | | | 
weise nekrotisiert . . | 0,730 | 0,837 | 0,259 | 3,64 | 2,9 
Schnellwachsendes Sar- | 
kom beim Huhn . . | 0,960 | 1,07 |0,0123| 2,86 | 80 





Endothelioma parotidis | 0,562 | 2,48 |0,083 | 1,61 : 7 


a) Untersuchungen mittels Kompensationsdialyse. 

Obwohl theoretisch gut fundiert, muß doch die lange Dauer des 
Versuches als eine schwache Seite der Methode betrachtet werden. 
Dazu kommt, daß in einer sehr genauen Versuchsserie v. Meysen- 
buch, c. s. (12), den diffusibelen Ca-Anteil zwischen 60 und 70%, 
schwankend findet, bedeutende Änderung der CO,-Spannung aber auf 
diesen Prozentsatz keinen Einfluß hat, und weiter, daß bei Benutzung 
dieser Methode keine Unterschiede zwischen normalem und Serum 
Tetaniekranker hervortraten. Wo bei der Tetanie die Ca-Armut des 
Serums sicher auch wohl eine Rolle spielt, da muß man sich wohl 
a fortiori fragen, ob diese Methode bei der Beharrlichkeit, womit der 
Organismus seinen Ca-Bestand konstant erhält (also eventuelle Ab- 
weichungen voraussichtlich nur geringe sein werden), bei anderen 
Krankheitszuständen mehr leisten sollte. 

b) Praktischer und leichter ausführbar würde die Methode der 
Ultrafiltration sein, wenn nur nicht gegen dieselbe theoretische Be- 
denken erhoben werden könnten. So lange über die Grundfragen 
der Ultrafiltrationsmethode noch keine Einigung erzielt worden ist, 
und, wie besonders von Michaelis (13) angeführt wird, die Zusammen- 
setzung des Ultrafiltrats absolut von den (variablen) Eigenschaften 
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der filtrierenden Membran beherrscht wird, kann meines Erachtens 
zur Bestimmung von voraussichtlich nicht übergroßen quantitativen 
Unterschieden diese Methode noch nicht herangezogen werden. 

c) Es bleibt uns deshalb nichts anderes übrig, als einen indirekten 
Weg zu gehen, d.h. die Formel für den Ca-Gehalt des Blutes zu 
benutzen, die von Rona und Takahashi (14) aufgestellt und von 
Hamburger und Brinkman (15) bestätigt wurde. 

Wie bekannt, wird der Ca-Gehalt des Blutes mittels nachstehender 
Formel reguliert: 

Hi 
HCO,’ 
mit anderen Worten, die Ca”-Konzentration wird bestimmt vom gegen- 
seitigen Verhältnis zwischen H’-Konzentration und Bicarbonatgehalt des 


Blutes, und, weil diese beiden Größen bekannt oder bestimmbar sind. 
ist mittelbar auch Ca” zu berechnen. 


Ca” = K (350). 


Mittels dieser indirekten Berechnung können wir dem Anschein 
nach, noch nicht einwandfrei ausgearbeitete Methoden umgehen und 
durch Bestimmungen ersetzen, die eben in der letzten Zeit einen 
hohen Grad von Vollkommenheit erlangt haben. Außerdem gestattet 
sie zugleich einen Einblick in die Säure-Baseverhältnisse des tumor- 
kranken Organismus, wobei Berührungspunkte zwischen anderseitigen 
Mitteilungen über die sogenannte Tumoralkalosis und unserem eigenen 
Problem offenbar werden. ` 

Demgegenüber bleibt natürlich der Nachteil einer nur indirekten 
Problembehandlung bestehen. 

Der nächste Schritt hat also zu bestehen 

a) in der Bicarbonatbestimmung im Blute von Tumorkranken, 
b) in der Bestimmung der H'-Kenzentration in diesem. 

a) Die Bestimmung des Bicartonatgehaltes fällt praktisch zu- 
sammen mit der Bestimmung der titrierbaren Plasmaalkalität, wofür 
uns seit den Untersuchungen van Slykes (16) ausgezeichnete Methoden 
zu Diensten stehen (Ermittlung der sogenannten Alkalireserve). Diese 
muß ohne Zweifel als die wichtigste Bestimmung der beiden angesehen 
werden, denn angenommen, daß die H’-Konzentration des Blutes 
unter praktisch allen Umständen konstant ist, beherrscht der Wert 
des Nenners in der Formel die Größe des Bruches. Es kommt also 
auf eine schr genaue Bestimmung dieses Faktors an. 


Nethodisches. Die Prinzipien der beiden Methoden ven Siykes. der 
volumetrischen und der titrimetrischen, werden als bekannt vorausgesetzt. 
In der großen Mehrheit der Fälle wurde, der noch größeren Leichtigkeit 
und Unabhängigkeit von Instrumentfehler wegen, die titrimetrische Methode 
benutzt. Die einzige Schwierigkeit ist hier eigentlich die vollkommen 
exakte Titerstellung und Carbonatfreiheit der benutzten NaOH-Lösung. 
Auch hierfür muß auf das Original verwiesen werden. 
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Die’ Bestimmungen geschahen in Oxalatplasma. Von nüchternen 
Kranken wurde unter nur mäßiger Spannung des Armes das Blut 
entnommen; nachdem die Nadel in die Vene gelangt war, wurde die 
Stauung aufgehoben und das Blut in eine Spritze, die mit einer 
kleinen Menge flüssigen Paraffinöls beschickt war, aufgesaugt. Das 
Blut kam dann vorsichtig in ein paraffiniertes und mit Oxalatpulver 
beschicktes Zentrifugenglas. Einige Male wurde es auch direkt mittels 
eines an der Nadel armierten Gummischlauches in das Zentrifugenglas 
unter Paraffinölverschluß aufgefangen. Es wurde unniittelbar zentri- 
fugiert und der Bicarbonatgehalt bestimmt. Nur in ganz wenigen 
Fällen wurde das Plasma zur Untersuchung im Eisschrank aufbewahrt. 
Bekanntlich ändert sich dabei der Bicarbonatgehalt nicht. 

Das vorliegende Krankenmaterial besteht aus 49 Tumorkranken, 
ganz verschieden nach Malignität, Ausbreitung, Sitz des Prozesses 
und Geschlecht und Lebensalter der Patienten. 

Bei 17 Fällen kam außerdem noch eine andere Bestimmungs- 
methode zur Anwendung, nämlich die von Röhönyi (17) angegebene. 
Diese Methode ist anscheinend einfacher, berücksichtigt aber nicht 
die physiologischen Verhältnisse. Denn statt die normale CO,-Spannung 
des Blutes zu erhalten oder zu rekonstruieren, wird das Blut ge- 
schüttelt, bis die CO,-Spannung der atmosphärischen gleichkommt. 
Es ist aber meines Erachtens fraglich, ob auf diese Weise ein voll- 
kommener Spannungsausgleich zu erzielen ist, denn zu stark und zu 
lange darf doch wegen der Gefahr der Hämolyse nicht geschüttelt 
werden; außerdem ist doch die atmcsphärische CO,-Spannung, ob- 
wohl in jedem Handbuch schematisch als etwa 0,04%, angegeben, 
sicher nicht in jedem Lokal dieselbe. Es wird sich denn auch später 
herausstellen, daß von mir die Normalwerte etwas höher gefunden 
wurden, als von Röhönyi angegeben wurde. 

Noch eine andere Überlegung drängt sich auf: die Vorschrift 
gibt weiterhin an, daß nach dem Schütteln das abzentrifugierte Plasma 
mittels Alkohol von 96%, enteiweißt und dann mit Alizarinsulfosäure 
als Indikator mit n/100 Salzsäure bis zum Neutralpunkt titriert 
werden soll. Die verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter HCl gibt 
dann ein Maß für das vorhandene Alkali ab. Es ist aber fraglich, 
ob überhaupt alle organischen Elemente, die die Reaktion beeinflussen 
könnten, mit der Enteiweißung beseitigt werden, auch sollte zuerst 
erwiesen werden, daß der Eiweißrückstand aschefrei ist. Sicher bleiben 
viele Lipoidstoffe, die die Reaktion beeinflussen könnten, in der Lösung, 
wie aus der Trübung am Ende der Titration hervorgeht. Meines Er- 
achtens ist also die Bestimmung nach Rohönyi vorläufig theoretisch 
noch nicht ganz richtig fundiert. 

Trotzdem teile ich die mit ihr erhaltenen Ergebnisse mit. 


Kb 
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Resultate. Es darf angenommen werden, daß die nach der 
van Siykeschen Methode erhaltenen Bicarbonatwerte bei normalen 
Personen zwischen 0,60 bis 0,75 Vol.-Proz. CO, schwanken oder unter 
Anwendung der Gaskonstante sich um 0,030 mol. HCO; herum bewegen. 

Tabelle II gibt nun die Resultate bei meinen Tumorkranken. 

Ziehen wir das Fazit aus den mitgeteilten Bestimmungen, so muß 
man schließen, daß von einer eigenilichen Alkalosis im Blutplasma 
nicht die Rede sein kann. Von den 49 Bestimmungen erheben sich 
nur sechs bis zu 0,80 Vol.-Proz., der unteren Grenze für das Auftreten 
des Krankheitsbildes der Alkalosis. 

Andererseits muß anerkannt werden, daß das Niveau sich doch 
bestimmt höher stellt, als es auf Grund der Bestimmungen an normalen 
Erwachsenen zu erwarten ist. Wie schon mitgeteilt, schwanken die 
Ergebnisse, mit vergleichbarer Methode angestellt, zwischen 0,60 und 
0,76 Vol.-Proz. Als Mittel darf denn wohl 0,65°/, angesehen werden. 

Bei den Tumorkranken stellt sich dann das Mittel auf 0,715 °;. 
ein um 10°, höherer Betrag. Bedenkt man dabei, daß’ die Bestim- 
mungen an nüchternen Personen in Bettruhe angestellt worden sind, 
wo bekanntlich die Alkalität des Blutes am niedrigsten ist, so kann 
man sich der Erkenntnis nicht verschließen, daß dieser Niveauerhöhung 
eine gewisse Bedeutung zukommt. Die normalen Grenzen sind aber 
ziemlich weit, und dadurch verliert die Alkalinitätsbestimmung an 
Wert und dürfte diagnostisch jedenfalls nur mit Vorsicht zu verwenden 
sein. Es ist weiter interessant und stimmt auch mit anderen sero- 
logischen Beobachtungen bei Tumorkranken überein, daß die höchsten 
Werte bei Affektionen des Darmtraktus gefunden wurden. 

Diese Untersuchungsergebnisse stehen nun in gutem Einklang 
mit älteren Daten Moores (18) und Moraszewskis (19). Obwohl mit 
heute nicht mehr befriedigender Methode ausgeführt, hatten die Unter- 
suchungen Moores ergeben, daß bei Tumorkranken im allgemeinen 
und nicht nur bei Magenkarzinomen, die den Ausgangspunkt der 
Untersuchungsreihe bildeten, das Serum alkalischer reagiert, wie bei 
der Mehrzahl anderer Personen. Sophie v. Moraszewski war (in 
der Eichhorstschen Klinik) schon vor vielen Jahren zu ähnlichen 
Resultaten gekommen. Die Feststellungen Moores stützen sich auf 
die Beobachtung, daß der Mageninhalt von Tumorkranken, unab- 
hängig von der Lokalisation des Tumors, auch außerhalb des Magens. 
nach Probefrühstück im allgemeinen keine, oder sehr verminderte 
freie Salzsäure enthält. Diese Reduktion könnte nicht die Folge der 
lokalen Magenkrankheit sein, sondern mußte seinen Ursprung in all- 
gemeinkonstitutionellen Verhältnissen nehmen. In der Tat zeigte 
sich dann die Erhöhung der Blutalkalinität. die auch nachweislich 
den C'hlortransport in die Zellen beherrscht. 
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Tabelle 1I. 
j Volus 
BE | HCO» | metrisch i 
Initiale | in mol. | (berechnet) Diagnose 
| déi 
Hr. . 0,0299 0.67 Ca nates 
Ri. . . {0,0372 0,83 Cu» linguae; Metastasen 
Kr. , . 10,0292 0,65 : Ca mammae 
Kr. . . . . 0,0245) 052 ` Sarcoma fasciae latae, nephritis chronica 
KI . . 10,0333! 0,71 Ca uteri 
Al. . . 0,0289 0,64  Ulc. rodens, diabetes 
Ve. . . 0,029 | 0,65 Ca uteri 
Wy . . 110,0295: 0,66 ` Recidiv. eines Ca mammae 
Du. D 0,0332 | 0,74 Ca mammae 
Bo. . . 10,034 076 . Ca uteri 
Ry. . ‚0,0299 | 0,67 Ca uteri inoperabilis 
Ba: ea... 0,033 ° 075 Ca ulcus der Wangenschleimhaut 
Ze. . . 0,0337: 0,76 Ca laryngis 
Be. , . 0,033 0,73 Ca mammae nach längerer Bestrahlung 
We. .'0,0361|) 0,80! ' Ca pharyngis 
Pi. . . 10,0303: 0,68 | Tumor axillae, recidive mammae 
DM. . 0,0333 0,74 Ca mammae 
Je. . 0,0326 0,73 Ca colli 
Me. 0,0318 0,71 Ca uteri 
Gi. 0,0328 073 Ca uteri, bestrahlt 
Hö lb 0,032 0,72  Sarc. colli. CO,-Verlust bei Blutentnahme 
Vr 0,032 0,72 | Ca recti 
Bu. 0,0344!! 0,77! Ca pharyngis! keine Bettruhe 
ko, 0,0313 0,69 Ca vaginae 
Ha. 0,0344 0,77 Großer Augentumor; sehr kachektisch 
Ko. .... 0,032 0,71 Ca mammae 
Lu. 0,0275 0,62! Ca recti (in duplo) 
Ru. 0,0338 0,76 . Lymphosarcoma, bestrahlt 
Tr. 0,0326 0,73 Ca maxillae 
Wa 0,0346 0,77 Ca oesophagi 
Wi. 0,0315 0,71 Ca faciei 
NOs wa i 0,029 |! 0,7  Sarc. femoris, 25 jährige Frau 
Me. 0,0315; 0,71 Ca recti 
Zu. 0,029 — 0,66 Ca uteri, CO,-Verlust bei Blutentnahme 
Mü. 0,0292 0,67 Ca ventric. oder ulc. callosum 
Mi. 0,036 0,81 Ca faciei. Sehr ausgebreiteter Prozeß, 
Metastasen 
Ru 0,0306 0,68 Ca linguae, etwas haemolytisches Plasma 
Bl. 0,0325 , 0,72  Sarc. humeri 
Dr. ‚0,032 0,71 Ca uteri; kein Tumor mehr, Fistel 
Le. ‚0,034 0,76 Tumor abdominis 
Wy : 0,033 0,74 Ca maxillae 
Zu. | 0,0346 0,77 Ca prostatae 
Po. 0,037 ! | 0,82! Ca oris 
Wi. . 0,0328 0,73 Ca linguae 
Du... ‚0.0293 066 Ca abdominis 
Ve. 0,0372 0,82! Ca linguae; Harn ph. 8! 
Ma 0,0317 0,70 ` Mastitis? 
al. 0,0332 074 Ca palati 
Po. 0.0346 0,77 Kopftumor, Hirnınetastasen 
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Gruppiert sehen die Resultate wie folgt aus: 


Bicarbonatgehalt: 
0,034 und darüber. . .... 6 
0,031 bis 0,034 . . 2. 22.2.2328 
0,029 ,, 0,031... ....... 14 (normale Breite) 
weniger als 0,029. . .... 1 
| 49 


Eine andere Frage ist, in welchen chemischen Änderungen das 
höhere Alkalinitätsniveau begründet sei. Eine definitive Antwort ist 
hier aber noch nicht zu geben. 

Zwei Möglichkeiten kommen in Betracht: Entweder enthält das 
Tumorblut mehr alkalisch reagierende Eiweißstoffe oder eine stärker 
alkalische Asche. Wahrscheinlich treffen beide Möglichkeiten zu; denn 
nach Moore ist auch die Asche des Tumorserums um einige Prozente 
alkalischer; die nunmehr mitzuteilenden Resultate nach Röhönyi, die 
nach Enteiweißung erhalten sind, weisen ebenfalls in diese Richtung. 
Andererseits sind die Alkalinitätswerte im nativen Plasma höher als 
die nach Veraschung erhaltenen (Moore bzw. 3 und 16%). 

Wie man sich weiter das Entstehen des höheren Niveaus vorstellen 
muß, hängt mit der nächsten Frage zusammen, ob der Prozeß eine 
sekundäre Folge des Tumors ist oder der Entstehung desselben vor- 
angeht. Die Beobachtungen sprechen sowohl für das eine wie für 
das andere; entsteht die Erhöhung sekundär, so ist anzunehmen, daß 
vom Tumor alkalische Stoffe abgegeben werden. Ist die andere Auf- 
fassung richtig, dann wäre man hier zum ersten Male in der Tumor- 
forschung auf eine Konstitutionsanomalie gestoßen, die sich in einer 
Störung des Säure- Basengleichgewichtes äußert. Nun ist es in dieser Be- 
ziehung sehr interessant, daß Drüsen mit innerer Sekretion dieses Gleich- 
gewicht beeinflussen können. Nach Versuchen von Peters und Geyelin 
(20) am Menschen, Tatum (21) an Kaninchen, hat z. B. Suprarenin- 
einspritzung eine Verringerung der Alkalireserve zur Folge. Es sei 
aber gleich gesagt, daß ich diese Versuche an Kaninchen nicht als 
sehr beweiskräftig ansehen kann, weil die mit der Blutentnahme 
meistens einhergehende Erregung — mit Atembeschleunigung als Folge — 
eine Auspumpung des CO, mit nachfolgender Alkalosis bewirken kann. 

Ich kann also aus eigener Erfahrung Tierversuche in diesem Punkt 
nicht als beweiskräftig ansehen. 

Wichtiger scheint mir in dieser Beziehung der Einfluß des Pankreas. 
das nach Ansicht mancher Forscher, zum Teil wohl mit Recht, der 
Acidosis entgegenarbeiten soll. 

Für die Alkalosis aber als Folgeerscheinung des Tumorprozesses 
sprechen Beobachtungen Burrows, wovon später noch die Rede sein 
wird. 
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Wenden wir aber das Ergebnis auf unser Hauptproblem an, das 
die Erforschung der Ca Menge im Blute bezweckt, so muß die 
Steigerung des HCO;-Betrages um 10%, eine korrespondierende Er- 
niedrigung des Ca” zur Folge haben. Nehmen wir einen Ca”-Gehalt 
des Blutes von 30 mg pro Liter an, dann ergibt sich eine Erniedrigung 
von 30 mg Ca” auf 27mg pro Liter, wenn wir dabei die Annahme 
einer konstanten H’-Konzentration machen. 


Es ist zweifelhaft, ob sich im ‚akuten‘ physiologischen Experiment 
nachteilige Felgen einer derartigen geringen Herabsetzung (Lit. u. a. 15) 
zeigen würden: daß aber auf die Dauer die Gewebezusammensetzung 
eine Änderung erfahren wird, ist wohl sehr wahrscheinlich. Dann 
werden sich die Effekte einer gestörten Balanzierung, geänderten 
Wasseraufnahme, verringerten Kohäsion der Gewebezellen zeigen 
müssen, und so begegnen wir den pathologischen Änderungen der 
Tumorzellen, die sich schon auf Grund der chemischen Ascheanalysen 
vermuten ließen und auf die im nächsten Abschnitt weiter einzugehen 
sein wird. Über die Folgen der Ca”-Herabsetzung im umgebenden 
Milieu können die Arbeiten Hamburgers (22), Brinkmans (23) u.a. zu 
Rate gezogen werden. 


Wir kommen also zum Schluß, daß, als eine der wenigen in der 
Tumorbiochemie gesicherten Tatsachen, das Blut von Tumorkranken 
eine höhere Alkaleszenz besitzt wie normales, und daß sich indirekt 
daraus, bei normalem Calciumgehalt, auf eine geringere Ca"-Konzentration 
schließen läßt. Diese Erniedrigung beträgt aber im Mittel nur 10% 
und dürfte dem direkten Nachweis wohl nicht zugänglich sein. Ohne 
Zweifel hat aber eine derartige Erniedrigung pathologische Bedeutung. 
Es liegt auf der Hand, daß man bestrebt ist, eine derartige wichtige’ 
Schlußfolgerung durch mehrere Daten zu erhärten. Zuerst werde 
ich darum die Daten der Untersuchung nach Rohonyi geben, obwohl 
ich die prinzipiellen Bedenken gegen diese Methode schon hervor- 
gehoben habe. Zweitens lasse ich einige Reaktionsbestimmungen 
im Harne Tumorkranker folgen. Bekanntlich besteht normaliter ein 
Konnex zwischen Blut und Haınreaktion. Wenn die Blutalkaleszenz 
eine gewisse Schwelle überschreitet, wird die Harnreaktion alkalisch ; 
die normale Schwelle liegt bei < 0,71 Vol.-Proz. Bei krankhaften 
Zuständen ist aber die feine Regulierung dieser Beziehung gestört 
[Palmer (24)], so daß die Hoffnung, aus der Harnuntersuchung 
etwas Definitives über die Reaktion des Blutplasmas zu erfahren, als 
unberechtigt angesehen werden muß. Nichtsdestoweniger könnte 
man den Versuch derartiger Bestimmungen machen. 
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Tabelle III. 
Bestimmungen nach Rohöonyi. 
Normale Personen. 


Titrationszahl n/100 HCl. Die n/100 Lösung ist jedesmal neu 
herzustellen, weil der Titer (in Übereinstimmung mit der Beobachtung 
Me Clendons) nach etwa einer Woche sinkt. 


WEE 
W- ci wën e e ECH 
e, e F gi 
EENEG e 
Man sieht schon, daß hier die normalen Zahlen höher sind als 
die von Róhónui selbst angegebenen. Nach ihm schwanken diese 
zwischen 1,25 bis 1,60. Hier wird im Mittel 1,63 gefunden. Offen- 
bar ist bei unseren Bestimmungen die Kohlensäurespannung höher 
gewesen. Den Grund für diese Abweichung können wir aber nicht 
einsehen; denn nicht nur wurde in vorgeschriebener Weise fünf 
Minuten lang geschüttelt und gelüftet, sondern auch nach der 
Zentrifugierung wurde das Plasma in dünner Schicht eine paraffinierte 
Glaswand entlang gerollt. Danach zeigte sich in den meisten Fällen 
die Alkaleszenzzahl in der Tat etwas erniedrigt. Die niedrigste Zahl 
wurde als die richtige angenommen. Bisweilen langte aber die 
Plasmaquantität nicht zu Doppelbestimmungen aus. 


Mittel 1,63 


Tabelle IV. 


Bestimmungen nach Rohonyi. 





Nr. | Initiale | Diagnose (Indikator a 
l | T. .. .. Ca linguae 1.97 
2 La, Ca vaginae 1,82 
3 | M. .. .. Ca mammae recidivans 1,70 
4 | Ke... .. Tumor Cysticum (ben 1,61 
5 R. .... Ca vulvae 1,74 
6 Hi.. .. . Ca uteri recidiv. 1,71 
vn... Pare, colli 1,90 
8 Sp. 2... Ca uteri 1.90 
d Ga an Sare. mediastini 1,98 
10 C. 2.2.2... Ca mammae 1,92 
II Kl. .... Ca uteri 2 
12 F. .. . . Sare. femoris 1.95 
13 v. H.. .. Ca uteri 1.75 
14 d M.. .. Ca uteri 1.68 
15 H. .... (Un laryngis 1.60 
In M. ... . Ca uteri 1,74 
17 D. .... Ca uteri 1,77 
18 Us. S Be zë | Ca ventriculi ? ? 1,60 
o es ee | Ca linguae 1.97 

20 ZS, (Un vaginae 1.82 

Mittel. 1,80 


be) 
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Es hat also den Anschein, als ob ebenfalls die Röhönyische 
Methode, die meines Erachtens in theoretischer Begründung der 
van Siykeschen nachsteht, ungefähr dasselbe Resultat liefert: eine 
Erhöhung des Alkaleszenzniveaus. Die Ziffern schwanken hier von 
1,60 bis 2. 

Die Numniern 4 und 18 bedürfen einer näheren Bestätigung der 
klinischen Diagnose, die jetzt aber noch nicht zu geben ist. 


Zu diesen Ergebnissen ist übrigens dasselbe zu sagen, wie zu 
denen mit der van Slykeschen Methode erhaltenen. Zu diagnostischen 
Zwecken reicht vorläufig die Methode noch nicht aus. 

Man könnte sich nun vorstellen, daß die Harnuntersuchung 
weitere Anhaltspunkte bieten könnte. Die Harnanalyse läßt aber 
noch keine ganz sicheren und konstanten Unterschiede mit den 
normalen Reaktionen erkennen. In Anwendung kamen die pyu-Be- 
stimmung und die indirekte Alkalitätsbestimmung nach der Formel: 


A = 0,80 — ll (Literatur Nr. 16, a und c.) 


Die py wurde in sehr einfacher und genauer Weise kolorimetrisch 
mit den Afichaelischen Indikatoren Para- und Meta-Nitrophenol be- 
stimmt. Die Resultate dabei wurden einige Male mit Pufferlösungen 
nach Sörensen kontrolliert. In der obenstehenden Formel stellt D 
das Produkt dar von 24stündiger Harnmenge multipliziert mit der 
Anzahl Kubikzentimeter n/l0 Lauge, die zur Neutralisation von 
freier und gebundener Säure benötigt wird. W bezeichnet das 
Körpergewicht. Die freie Säure wurde mit Phenolphthalein als 
Indikator direkt bestimmt, die gebundene mit Hilfe der Malfatti- 
schen Reaktion mittels genau neutralisiertem Formaldehyd (NH. 
Titration). Diese Methode steht an Genauigkeit der Schlössingschen 
Bestimmung nach, aber die Resultate waren nicht derart, daß das 
Bedürfnis nach einer noch genaueren Methode empfunden wurde. 
Sonst würde bei dieser Malfattischen Methode zu bedenken sein, daß 
sie nicht nur die vorhandenen Ammonsalze, sondern auch eventuell 
anwesende Aminosäuren anzeigt. 

Die Möglichkeit davon ist, eben in unserem Fall, nicht zu 
unterschätzen. 


freie 
Bekanntlich ist das Verhältnis Bas 


= - -- Säure ziemlich konstant, 
gebundene 
indem es sich um 1 herum bewegt. Ä 

Bei den pathologischen Harnen gab es mehrere, und eben bei 
den alkalischen, wo das Verhältnis sehr abweichend war. indem die 
Menge an freier Säure gering war, die Formoltitration aber sehr 
hohe Werte gab. 
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Dieses Ergebnis ist von Interesse, auch in bezug auf die Frage. 
ob die geänderte Blutalkalität anorganischen oder organischen Be- 
standteilen (mehr alkalischen Eiweißstoffen) zuzuschreiben sei, ist 
vielleicht auch von Bedeutung für die später auszuführenden Be 
obachtungen Montrose Burrows. 

Ich lasse wiederum in der gewohnten Weise einige Daten von 
normalen Personen, die bei derselben Dıät wie die Kranken gehalten 
wurden, folgen. Von den Kranken wurden auf diese Weise nur die- 
jenigen untersucht, welche weder Eiweiß noch Zucker im Harne 
zeigten. Das 24stündige Harnvolum wurde aus dem Quantum eines 
gewissen Zeitintervalls berechnet. Das bedeutet den Vorteil eines 
immer frischen Harms, aber den Nachteil, daß sich Unregelmäßig- 
keiten in der Säureausscheidung (Einfluß der Mahlzeiten usw.) zeigen 
müssen. In der Originalmitteilung van Siykes wird aber diese 
Methode als zulässig und bequem empfohlen. Sie ist es aber nicht, 
wie besondere Beobachtungen zeigten. Um vergleichbare Werte zu 
haben, wurden die Harne in den meisten Fällen erst nach vierstündigen 
Intervallen untersucht, später nur noch nach 24stündigen. Der 
Nachtharn ist nicht unbedeutend alkalischer. 


Tabelle V. 
Normale Fälle. 
Gesunde Krankenschwester auf Krankenhauskost. 
































Kap = Go In ccm n/10 NaOH | 5 
D ! s ` ti 
Initial ! Gewicht Soe | a Kee PH Freie Formol A 0,80 —5 LES 
ka Säure NH3 i 
W. .. 55 | 560 sauer ` Sp 4 5,7 | oe 
E Ea Hl ; 1060 sauer . 58 — 24 28 | 0,67 
M... 60,5 650 sauer 565, 6,9 65 | 0,62 
Na in 50 576 |- sauer | 5,6 8,4 7,6 | 0,59 
e 56,5 536 sauer ER | 65 5 0,63 
S... . 75 | 860 sauer 55 | 5,2 64 | 0,62 
W. o.. 57T >: 900 sauer 56, 3 39 ` 0,64 
Mittel: 57 | 52 | 54 | 062% 
Freie Sä 
reie Säure — 0,98. 


Gebundene Säure 


Wie wohl vorauszusehen, ist es nicht möglich, aus diesen Harn- 
daten auf cine erhöhte Blutalkaleszenz zu schließen. Offenbar ist 
die Methode bei der geringen Abweichung zu ungenau. 

Die Zahlen entfernen sich nur unbedeutend von den normalen. 
Als normal gilt eine py von 5 bis 7, eine berechnete Alkaleszenz 
von etwa 0,65. 

Nichtsdestoweniger ergaben sich einige Fälle, wo dauernd eine 
bestimmt alkalische Harnreaktion beobachtet wurde, ohne daß Diät- 
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Tabelle VI. 
Pathologische Harne. (Dieselbe Krankenhauskost.) 





m _- Dr 





j | | am pen | 
pro 10 ccm Harn 









































Initiale | hee gie PH Free "HD. 0,805} el Diagnose, Bemerkungen 
| _ Säure Gehalt 
E "IT eem eem || NN VE er 
| ` 
D.. amphoter 68 19 | 26 065 Melanoma. colli 
R. . alkalisch —ı 03 12 — 070 ` Base, colli 
R. . sauer !5,4: 6,4 | 9,4 i 0,59 Í Idem nach Bestrahlung 
by a S ‘— i — i} — e Ca recti 
fe: alkalisch 72 1,1 | Lä : 071 Sarcoma 
B. . sauer — 27 . 41 |! 067 Co pharyngis 
Ka- À —. 29 | 14 ; 068 | Ca recti 
Pai — = 11,5 | 0,62 ı Ca maxillae 
W.. — — 1,3 | 1,7 0,66 Ca pharyngis 
B . — —: 52 | 14 | (op Ce mammae 
ds = —:;: 33 | 20 0,66 Ca Mundboden 
R.. — ei 0,68 Ca pharyngis 
B.. sauer — 26 | 2,8 0,65 En bé 
K. . — —— 39 AN |!| 0,69 Tumor colli 
Bs yata — — ' 49 | 41 ' 069 | Ca vaginae 
EE Sauer — 31 | 3,4 0,65 Ca ventriculi 
Be in Se — 86 | 86 | 0,60 "Ca mammae 
D.. .. alkalisch 72. 10 | 11. 065 | „ e 
D.... Li ‘71: 19 | 51 | 065 | Lupus Ca 
W...., sauer '— | 60 | 3,9 ' 0,4 | Ca oesophagi 
H. .. .  alkalisch ;6,9) 0,9 | 14 | 0,65 | Sare. colli 
H. amphoter '6,8| 17 | 20 ' 067 , Ca 
R. . E i621 31 | 33 | 063 Ca linguae 
B. . 5 6,2 — | =s i —  Sarc. humeri 
WF.. S 62. 22 | 47 | 0,625 Ca uteri 
I... | alkalisch 72 11 | 35 į 0,63 ` Granul. malignum 
p sauer “5,4, 43 4,0 | 066 . Ca recti 
H, x 159 82 38 | 0,62 | Sarc. humeri 
Oe Ge 16,8 4,7 A0 | 0.64 © Sarc. femoris 
J. .. .. alkalisch 72 00 12 ; 070 | Granul. malignum 
V... i sauer 54 73 | 33 — "Ca recti 
E. . | N 56; 66 : 62 — | Sarcoma 
B. . R 58 34 | 58 | — | Sare. tonsillae 
M.. 3 54 62162 | -- | Ca faciei 
K. amphoter 6,2. 6,8 | 5,7 — | Tumor colli 
Be. alkalisch "20 12 22 © 1 Ca uteri 
R. . amphoter '6,6 13 >; 2,1 0.69 | Ca linguae 
L.. saner |57 34 42 0,65 Tumor : abdom. 
dë s 54 64 | 94 0,59 | Nach Bestrahlung 
Z. amphoter 6,6 12 ` 11 0,68 — 
G. alkalisch 69: 0,7 ! 25 — Ca recti 
SÉ . sauer 57 81 65 2 eg 
amphoter 6,3: 26 3,2 | — = 
W. | S 61 Lë 37 i == R= 
| j 64 37 25 ' — Nach Operation | Ò % 
| alkalisch 71 12 25 i - f a z 
W.. -© sauer 58 54 47 | soë Ca mammae 
e © alkalisch — — a e ai 
SCH sauer 56 39 42 = Ca Mundboden 
B. . 55 25 27 = Sare. Femoris 


n 
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Tabelle VI. (Fortsetzung.) 











| "wg Na OH | 
ro 10 ccm Ham fe? 
Initiale "Py re NH» wl Diagnose. Bemerkungen 

Saure Gehalt ` 

| $ © ccm cem |; Bä | 
N: sauer 55 DR 48 —- Idem post operationem 
V.. alkalisch 80 00 49 si Ca Linguae 
Vr. S 71 13 : 20 — Ca recti post operat. 
H... 5 7109.50 — Ca pharyngis 
M.. amphoter 63 25 46 — Mastitis 
H. . sauer 60 29 80 — Ca mammae 
WE alkalisch 70 08 — — Ca Mundboden 
Fo amphoter 64 — — — Ca uteri 
K. . sw 64 49 57 Ca vaginae 
B. . sauer 57 36 25 =— Ca recti 
D. . a 58 Al 4] — Lymphosarcom 
P. . alkalisch 71 09 1.4 = Sg 
Z. sauer 57 40 32 — Struma malign. 
2. alkalisch 70 07 22 = Ca uteri 

Mittel: ` 33 36 
Freie 


Gebundene Säure im Mittel: 0,92. 
veränderungen oder Harnzersetzurg vorlagen. Bemerkenswerter- 
weise betraf es wiederum Tumoraffektionen des Darmtraktus. Die 
Frage muß an einem noch größeren Material entschieden werden. 

Es gibt noch einen Weg, um mit ziemlicher Sicherheit aus der 
Reaktion des Harnes auf den Alkalibestand des Blutes schließen zu 
können, indem man, nach dem Vorgang Palmers, bestimmt, wieviel 
NaHCO, bei oraler Zufuhr genügt, um den Harn alkalisch zu 
machen. Bei normalen Personen besteht dabei ein konstantes Ver- 
hältnis zwischen Körpergewicht und der dazu nötigen NaHCO,- 
Menge. Man könnte dann bei Tumorkranken bestimmen, wieviel 
Gramm NaHCO, pro Kilogramm Körpergewicht genügt, um den 
Harn zu alkalisieren. 

Aber Beobachtungen, wonach Bicarbonatzufuhr das Tumor- 
wachstum beschleunigt, verbieten dieses Verfahren. 

Um aber ein Beispiel zu geben, wie Tumorprozeß und bevor- 
stehender Tod das Säure-Basengleichgewicht beeinflußt, gebe ich zum 
Schluß die Harndaten im Falle M. R., eines 6jährigen Mädchens mit 
großem Nierensarkom. (Tabelle VII). 

Es stellte sich also ein Abfall der Alkalität heraus, die den be- 
vorstehenden Tod anzeigte. 

Wir verlassen hiermit vorläufig die Untersuchung der Verhältnisse 
des HCO; im T’umororganismus und wenden uns zum anderen Teil 
(b) der Ronaschen Formel. 
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Tabelle VII. 
DS EE EE Gebund I ee 
Datum Reaktion rice Saite oi S Saure ` = Zahl A 
a 
17. VIII . | alkalisch pe 7,5 0 o a 0,80 
19. VIII.. .. | neutral pp < 7 2,15 51 , 0,65 
22: VIIb oee neutral 1,3 3,2 | 0,64 
24. VII... . amphoter 2,4 3,6 | 0,53 
28. VIII... A 5,3 ! 0,54 
29. VIII. . S 6,6 0,56 


b) Nachdem das Wesen der eigentlichen neutralen Reaktion erkannt 
worden war und die biologischen Wissenschaften dank der Arbeiten von 
Nernst, Höber, Hasselbalch, Sörensen u. a. instand gesetzt waren, die 
H'-Konzentration einer Flüssigkeit zu bestimmen, fragte sich alsbald, 
ob sich denn auch bei bestimmten Krankheiten typische Änderungen 
dieses pu-Wertes zeigten. Es stellte sich aber bald heraus, daß diese Kon- 
zentration vom Organismus so exakt festgehalten wird, daß es überflüssige 
Arbeit sein würde, diesen Faktor im Einzelfalle zu bestimmen. ‘Wenn 
wirklich, wie es die herrschende Anschauung ausspricht, das Atemzentrum 
auf dem Wege der CO,-Regulation, die Nieren durch Säureausscheidung, 
die py genauer einstellt, als es die direkte Bestimmung anzuzeigen vermag, 
dann erübrigt sich in der Tat die weitere Besprechung dieses Faktors. 
Es ist denn auch im allgemeinen den verschiedenen Autoren, die sich damit 
befaßt haben, nicht gelungen, eine Änderung mit Ausnahme der prämortalen 
nachzuweisen. 

Selbst der auf diesem Gebiete so verdiente L. Michaelis (26) konnte 
in einigen Karzinomfällen keine von der Norm abweichenden Werte nach- 
weisen. 

Es sei aber betont, daß alle diese Bestimmungen im Vollblut, unter 
normaler Kohlensäurespannung gemacht worden sind. 

Es war nun eine energische Tat M. Mentens (27), einer früheren 
Schülerin von Michaelis, zu zeigen, erstens, daß im Vollblut in bis 
jetzt unerklärter Weise unter, Einfluß von barometrischen Schwankungen 
Abweichungen in der H'-Konzentration auftreten, welche sich im Serum 
nicht zeigen, und weiter, daß sich im Serum von Tumorträgern in 
charakteristischer Weise eine Erniedrigung der [H], eine Steigerung also 
des py feststellen läßt. Auch bei anderen Krankheiten (Diabetes, 
Hautaffektionen) zeigen sich typische Abweichungen, indem aber nur 
bei ganz Normalen eine exakt feststehende py gefunden wird. 

Dieses ziemlich alleinstehende Resultat fordert naturgemäß zu 
kritischer Betrachtung und Nachprüfung heraus, zumal die Ab- 
weichungen, obwohl quantitativ nicht groß, doch als sehr charakte- 
ristisch wiedergegeben sind. Wenn normale Personen eine feststehende 
pu = 7,94 zeigen, Krebspatienten dagegen ein Serum py von 8 und 
darüber bis 8,3, so ist der Unterschied in Millivolt, der dieser Be- 
rechnung zugrunde liegt, doch sehr bedeutend. Zwei kritische Ein- 
wände lassen sich gegen diese Arbeit erheben: 
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l. Wie wird das Serum aus dem Blut gewonnen? Nach An- 
gaben im Text wird es defibriniert, also geschüttelt, wobei Schädi- 
gungen der Blutzellen und leichte Hämolyse mit Übertreten ven 
Stoffen (andere Eiweißstoffe, die die Reaktion ändern könnten) nicht 
ausgeschlossen ist. Übrigens wird keine Hämolyse erwähnt und 
immer dieselbe Methode bei allen Blutproben benutzt. 

2. Prinzipieller aber ist folgender Einwand: Es wird nicht die 
ganze Blutflüssigkeit, sondern nur das Serum unter abnormen Be- 
dingungen untersucht. Denn es wird nicht bei der normalen Kohlen- 
säurespannung des Blutes gearbeitet, sondern im Gegenteil, zur Er- 
langung eines konstanten Resultates, so lange Wasserstoff durchgetriehrn. 
bis eine konstante Du erzielt wird, mit anderen Worten bis alle Kohlen- 
säure ausgetrieben worden ist. Man mißt also hier gar nicht mehr 
die wahre pyu, die das Serum im Organismus zeigt, sondern die py 
einer Flüssigkeit nach Beseitigung einer der wichtigsten reaktions- 
fixierenden Faktoren, nämlich die py unter almosphärischer Kohlen- 
säurespannung. Wie berechtigt dieser Einwand auch sei, so darf 
ihm doch keine zu große Bedeutung beigelegt werden; wenn nur 
charakteristische Änderungen festgestellt werden, z. B. in der Reak- 
tion der Eiweißstoffe, ist der Unterschied schon sehr beachtenvrert: 
allein darüber müssen wir uns klar sein, daß die gefundene py hier 
jetzt allein von der [HC 0O;] bestimmt wird, also die Versuchsanordnung 
nichts Neues anzeigt, sondern nur eine Kontrolle der vorher besprochenen 
Alkalireservebestimmung abgibt. 

Es kam also darauf an, die Mentenschen Angabe so genau wie 
möglich nachzuprüfen. 


Methodik. 


l. Im Gegensatz zu Menten entschloß ich mich zur Unter- 
suchung des Blutplasmas (also kein Serum, weil, wie sich später 
zeigen wird, auch dem Fibrinogen ein Einfluß auf die Reaktion zu- 
geschrieben werden muß), das so bald wie möglich nach Auffangen 
unter Paraffinöl mit Na-Oxalatzusatz schnell zentrifugiert und unter- 
sucht wurde. Aus den Untersuchungen van Slykes und seiner Mit- 
arbeiter geht hervor, daß Hinzufügung von Oxalat zum Plasma bis 
zu 0,5°,, keine, bis zu 1°, nur geringfügige Änderungen in der H'- 
Konzentration bewirkt. Es wurde also hier ein Oxalatgehalt von 
0.3 bis Ohn, angestrebt. 

Das abgehobene Plasma wurde in kleinen paraffinierten Flaschen 
untersucht, in die Wasserstoffelektrode eingetaucht wurden. Zur 
Untersuchung genügt 1 cem Plasma. 

2. Die Weasserstoffelektrode hatte ungefähr die von Barendrecht 
beschriebene Form, wie Abb. 1 angibt. 
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Mittels der ausgezogenen Glaskapillaren g könnte das Plasma 
durch Hin- und Herschieben in Kontakt mit der Platinelektrode ge- 
bracht werden. 


3. Der benutzte Wasserstoff wurde bei einer Stromstärke von 
ungefähr 2 Amp. elektrolytisch entwickelt in einem Eisen-KOH- 
Apparat. 


4. Als Gegenelektrode fungierte eine 0,1 normale KCI-Kalomel- 
quecksilberelektrode. Der Potentialsprung der Wasserstoff(Platin)elek- 
trode gegenüber betrug in dieser Kombination 
337 Millivolt. 

5. Die Potentialmessungen erfolgten mit 
Hilfe des Kapillarelektrometers und Benutzung 
eines Millivoltmeters mit bekanntem Widerstand. 


Es wurde so lange mit H, durchströmt, bis 
die Ablesungen auf demselben Niveau blieben; 
eine größere Genauigkeit als 2 Millivolt konnte 
dabei nicht erreicht werden, zumal auch nach 
erfolgtem H'-Gleichgewicht, nach Platinelektroden- 
kontakt des Plasmas der Potential bald wieder 
etwas abfiel. 

In dieser Durchströmungszeit sollen zwei 
Gleichgewichte hergestellt werden: erstens muß die g 
Platinelektrode mit H gesättigt werden, zweitens Abb. 1. Benutzte 

: Elektrodenform. 

muß alles CO, ausgetrieben werden und während 

dieser Zeit sich natürlich die pu ändern. Die Versuche lehrten, daß 
in der Mehrzahl der Fälle dieses Gleichgewicht innerhalb 3 bis 4 
Stunden sicher erreicht wurde. Der Versuch hat also diese Zeit zu 
dauern, und eine Analyse, welchem Faktor die Potentialsteigerung 
zuzuschreiben sei, der H-Sättigung oder der Kohlensäureaustreibung, 
bleibt bei dieser Anordnung unmöglich. Das beeinträchtigt den 
Wert der bald mitzuteilenden Kurven, worin deshalb der Wert der 
ersten Stunden problematisch bleibt. Es ist übrigens ein leichtes, 
die Wasserstoffelektrode vorher zu sättigen, z. B. durch Wasserstoff- 
durchleitung während der Nacht; dies geschah in einigen Fällen; 
die CO,-Austreibung ist dann in ungefähr 40 Minuten beendet und 
die py konstant. 

6. Die Berechnung ist äußerst einfach; weil in der letzten Zeit 
die alleinige Wiedergabe der pp-Werte, ohne Angabe der direkten 
Wahrnehmungen in Millivolt, bemängelt wird, werde ich in meiner 
Tabelle sowohl die direkten Ablesungen in Millivolt, als daneben die 
berechneten TH 1 und pu -MWerte geben. 





Ich fange mit den Werten bei nicht tumorkranken Personen an: 


St 
| 
Sc, 
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Tabelle VIII. 
Normale Personen. 
DI on am 
l. W. Nach Durchströmung von 40 Min. `, 830 ` | 
e A o 60 n.. 840! 
ze 9 D 70 IT He E 845 | 
29 IL 39 90 IL e e 849 | 8,83 148.10 ° 
Endpunkt | 
2. T. (geheilter Arthritis) | 
Nach Durchströmung von 30 Min. .. 812 | 
e S » 80 u "e 833 ` 
= = 1207 eg Ce 835 | 
s. Se „ 150 ,, e A 847 ` 
o e „ 180 „ MS 879 Lon Lü 
ARE E TEE | 
3. S. Nach Durchströmung von 30 Min. . . 780 | 
(E IT X) 60 an , lj 823 ; 
i "a 1 e 
, e „ 120 .. 847 
a 5 „180 ,, | 852 © 8,88 1.45.10-° 
4. B. (gesättigte Elektrode) | 
Nach Durchströmung von 10 Min. .. 830 ` 
E OU 99 30 an ew 848 b 
N X e 60 „ ... 852 | 888 145.10" 
5. A. Nach Durchströmung von 15 Min. .. | 818 
2 W (E 70 (E EENG 822 
er Se „135 „ éi 832 ` | 
Se ge » 180 e, RIN | 8,64 2.2.10? 
OG D. Nach Durchströmung von 60 Min. . . 320 
D ep ag 120 9. 832 i 
: e „ 150 „ 838 | 
S e „ 180 „ 848 
3 „ 200 „ 852 | 8,88 1.45.10-3 


Wir dürfen auch bei Berücksichtigung der Ergebnisse mit patho- 
logischem Plasma wohl annehmen. daß die pu des Normalplasma:= 
unter den angegebenen Bedingungen den Wert 8,88 nicht übersteigt. 
Wie auch Menten hervorhebt, liegen die po Werte der untersuchten 
Fälle ziemlich eng beieinander. Fall 4 macht eine Ausnahme, hier 
liegt der pı-Wert bestimmt etwas niedriger. Es handelt ech um 
eine Probe, die eine sehr erhöhte Senkungsgeschwindigkeit der Blut- 
körperchen zeigte. Vielleicht gehen damit Abweichungen in der 
Eiweißzusammensetzung (Fibrinogengehalt) parallel. Es wäre lohnend, 
dieser Beobachtung weiter nachzugehen. 

Auch bei den Tumorkranken gab es zwei derartige Fälle: Nr. 6 
und 16. 

Auch hier liegen die Karzinomplasmata in der Mehrheit auf 
einem höheren pj7-Niveau wie die normalen. Von den 27 analysierten 
Karzinomplasmata erreichten 14 den Wert mu 9 und darüber, 4 er- 
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reichen mehr als 8,9, während nur 4 unter pu 8,9 bleiben. Davon 
würde wahrscheinlich Plasma T Nr. 1 wohl noch eine höhere Potential- 
differenz bekommen haben, wenn die H,-Durchleitung länger gedauert 
hätte. Fall 6 (angeblich Ca ventriculi) erreichte nur 8,53 py. Die 
Diagnose, obwohl wahrscheinlich 
richtig, steht aber nicht mikro- 
skopisch fest. Fall 8 und 11 
zeigen normale Werte. Überdies 
zeigte Blutplasma Nr. 6 sowie 
das Spezimen Nr. 16 D eine sehr 
starke Beschleunigung der Ge- 
rinnung, sowie eine erhöhte Sen- 
kungsgeschwindigkeit der Blut- 
zellen. In beiden Fällen ist der 
Pu -Wert subnormal, so daß man 
vermuten könnte, daß dieser teil- 


weise auch von dem quantita- 79 Mt 
tiven Verhältnis der Eiweißarten ee e 








bestimmt wird. 0 30 60 90° 120° 150° 180' 210° 240' 
Die Resultate werden in Abb. 2A. Ungesättigte Elektrode. 
Abb. 2 graphisch dargestellt. Normalplasma, 
EE Tumorplasma. 


Diese Kurven sind im gewissen 
Sinne ein Gegenstück zu denen 
von Straub und Meier, wo die 
Reaktion verschiedener Seren 
unter steigender CO,-Spannung 
untersucht wird. 
Zusammenfassend scheinen 
also die Befunde Mentens richtig 
zu sein, und die Resultate, die 
bei der titrimetrischen Bestim- 
mung erhalten wurden, bestätigt 
zu werden. Neulich berichtete #00 
auch Montrose Burrows (25), daß 
es ihm mit der kolorimetrischen Abb. 2B. Gesättigte Elektrode. 

: S : Normalplasma, 
?u-Bestimmung in Blutdialysat = Laess.. Tumorplasma. 
(unter Öl) gelang, die Erhöhung 
der Bilutalkaleszenz nachzuweisen. Außerdem gibt er an, daß die 
Alkalose, wie er sie vielleicht unrichtig nennt, vom erkrankten Teil 
seinen Ursprung nehme. Das Blut z. B. aus einem sarkomtragenden 
Arm hatte ein py von 7,3, das aus dem anderen gesunden fließend: 7,1. 

Das Resultat ist um so wichtiger, weil hier die Bestimmung 
unter normaler CO,-Spannung durchgeführt wurde. 
Biochemische Zeitschrift Band 133. 36 
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Patient 


Sarcoma femoris 


| 
| 
| 
Ca recti 
Ca uteri 
Ca ventris (ulc. callos. ?) | 
Ca faciei 


| 
| 
Sarcoma humeri | 
| 


(Anaemia perniciosa ?) 


Ca recti 


Ca uteri 


Ca ovarii 
Ca uteri 


Tumor abdominis 


.1%/, Std. 
3 


Ca recti 


Durchs 


| strömungszeit 





LE 


Endpunkt 
45 Min. 
2 Std. 
NOT 
4 y, 


60 Mir. 


45 Min. 
21/3 Std. 


12 LE 


Tabelle IX. Tumorkranken. 





Millis | 


volt 








8,95 1,12. 


9,1 160. 


| 


9,1 0,79. 


0,89. 
8,53 3 
8.93 | 


8.88 


8,98 1, 


9,03 0,9. 


| 
8.88 1,45. 
9.00 1 


8,98 Los. 
9,19 0,64. 
| 


9,00 1 


10-® 


10-9 


10-* 


10—9 


.10-° 


.10— 


.10-? 


.10— 


10-° 


10-* 


10-9 


10-® 


10-® 


.10-® 
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Tabelle IX. Tumorkranken (Fortsetzung). 


| 


Milli» 


| Durch» 
volt 


Nr. | Patient ' strömungszeit 











16 D Ca (abdominis?) ' 20 Min. 830 | | 
gesättigte Elektrode; | 1 Std. 833 | 
| 











SC abnorm schnelles Ge- | 1!/, ‚„, 832 ` 8,54 | 2,8 10—9 
\ rinnen, und Senkungs- | | 
d geschwindigkeit der | | | 
j Blutzellen | | 
17; W. (Ca maxillae) ı 45 Min. 830 | | 
| S 60 ,, 847 | 
| 3 Std. 853 | 
| Id» 862 9,00 IL .10-% 
18) S. Ca prostatis, post ope- 770 ' 
` rationem [neue Elek- 2 y» 830 | 
trode]*) Të 840 | 8,67 Lë .10-9 
19 | P. Ca Mundboden Endpunkt | 849 | 8,83 | 1,45.10—°9 
20 | M. Ca uteri 90 Min. 820 
| 120 ,„ 840 
| 1560 „ | 848 | 8,83 |1,45.10-° 
21 © S. Ca Mundboden $ 120 ,, 840 | 
r | 150 „ 848 
| | 180 „ 852 
| | 200 „ 855 | 8,90 |1,2 .10-* 
22! V. Ca linguae | 30 „ 845 
| : 60 ,, 863 
| oa ` 865 | oi ,0,88.10-0 
23 ! M. Adenomacystic.mammae 160 ,, ' 860 . 9,00 LU .10-° 
ı @. Ca Mundboden 60 „ 868 | 9,15 | 0,86.10— 9 
| 


| (gesättigte Elektrode) 
25: P. Tumor cerebri Endpunkt ; 860 | 9,00 |1 .10-° 
25. V. Ca vaginae ` S 855 ' 8,9 |1,40.10-9 


27| H. Ca maxillae . 75 Min. ; 864 | 9,09 |0,9 .10-® 





Weitere Untersuchungen müssen lehren, ob in der Tat der Nach- 
weis dieser alkalischen Stoffe gelingt. Denn obwohl Burrows jetzt 
meint, daß die Abgabe erst mit dem Fortschreiten des Prozesses 
nachweisbar sei, namentlich wenn sich schon Metastasen entwickelt 
haben, bleibt doch die Vermutung Moores und Mentens sicher zu 
Recht bestehen, daß die konstitutionelle Alkalisierung schon vorher 
bestand. Sie weisen beide auch auf die angebliche Alkalisierung im 
höheren Alter hin. 

Die Frage ist nur lösbar durch Alkalibestimmung vor und nach 
einer Radikaloperation. In Fall Nr.17 W, wo wohl sicher Blut- 
„Alkalosis‘ bestand, war einige Wochen nach einer sehr gut ge- 


*) Erfahrungsgemäß braucht eine neu geschwärzte Platinelektrode 
längere Zeit zur H+-Sättigung. 
36 * 
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lungenen Totaloperation der Harn permanent alkalisch. Das weist 
in der Tat auf eine primäre und keine sekundäre Änderung. Die 
Sache muß aber weiter verfolgt werden. 

Jedenfalls liefern diese po Bestimmungen eine Bestätigung der 
Ergebnisse, die mittels Titrationsbestimmungen erhalten wurden. 

Wir dürfen also in der Annahme eines normalen py in strömen- 
dem Blute auf eine Herabsetzung der Ca-Konzentration um ungefähr 
10%, schließen. Dieser Wert kann noch Änderungen erfahren, wenn 
wirklich z. B. mit Hilfe einer korrekten Methode der Bestimmung der 
CO,-Spannung in der Alveolarluft sich klinisch eine korrekte Py- 
Bestimmung des strömenden Blutes durchführen läßt. 


Zusammenfassung. 


l. Von dem Problem der eigenartigen K- und Calciumverteilung 
in der Asche von Tumoren ausgehend, wird eine Untersuchung über 
die Ca’-Konzentration im Blutplasma angestellt. 

2. Dazu wird, nach Besprechung der vorhandenen methodischen 
Möglichkeiten die indirekte Bestimmung aus der Ronaschen Formel 
gewählt. 

3. Danach ist die Ca’-Konzentration von potentiellen und aktu- 
ellen Reaktionen des Blutes abhängig, und reiht sich das Problem 
an das schon von mehreren Seiten diskutierte Problem der Tumor- 
alkalosis an. 

4. Titrationen nach van Slyke in 49 Tumorplasmata ergibt eine 
Erhöhung der Alkalizität von 10% im Mittel. 

5. Nach Maud Menten beeinträchtigen barometrische Einflüsse 
den Wert der pı-Bestimmung im Vollblut. Dagegen wird im Serum 
von Tumorträgern konstant ein höherer Wert gefunden als bei 
Normalen. 

Diese Beobachtung wird hier im Plasma bestätigt, hat aber bei 
der bis zur atmosphärischen reduzierten CO,-Spannung nur Wert als 
Bestätigung der erhöhten titrierbaren Alkalität. 

Eine wirklich genaue py Bestimmung wird nur bei verbesserter 
Methodik der Alveolarspannungsmessung möglich sein. 

6. Die erhöhte Alkaleszenz kommt sowohl den anorganischen 
als organischen Bestandteilen zu; in letzter Instanz aber ist der 
Anteil beider an der Reaktion des Blutes nicht zu trennen. 

7. Bei der äußerst genauen Einstellung der Körperzellen auf 
eine bestimmte Ca”-Menge, muß jede Änderung schädliche Folgen 
zeitigen. 

Außerdem wäre zu bedenken, daß nach Entstehung von even- 
tucllen pathologischen Vorgängen, wobei zweifellos auch seitens des 
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Organismus Abwehrvorgänge in Aktion treten und eine erhöhte Zu- 
fuhr von Ca” von höchster Bedeutung wäre, bei dieser Lage der 
Ca”-,Herabdrückung‘‘, ein derartiger reparativerVorgang ausgeschlossen 
ist. Auch Anhäufung Ca”-fixierender Stoffe in der Zelle (Freudenberg- 
György) wird vielleicht weniger Effekt haben können, wie sonst. 

8. Alkalibestimmung im Harn ist vorläufig für die Entscheidung 
der Frage nicht zu verwenden. 

Die Entscheidung mittels oraler Bicarbonatzufuhr wird infolge 
ungünstiger klinischer Erfahrungen verworfen. 

Ein großer Prozentsatz der Harne von Tumorträgern zeigt 
übrigens einen niedrigen Säuregrad und NH,-Ausscheidung unter 
der Norm. ` 
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u. 
Tumor und Permeabilitätsproblem. 


Mit Abbildungen 3 bis 12 im Text. 


Im vorigen Abschnitt sahen wir, daß nach den Ergebnissen der 
Aschenanalysen in den Tumorzellen, parallel mit den eigenartigen 
vitalen Prozessen, Wandlungen vorgehen müssen in der Ein- und 
Auswanderung der verschiedenen für den Zellbetrieb notwendigen 
Ionen. 

Zur Erklärung dieser Verhältnisse muß man zwei Möglichkeiten 
berücksichtigen: entweder hat sich die Zusammensetzung des Milieus 
in charakteristischer Weise geändert, oder die Ursache dieser eigen- 
artigen Aufnahme und Verteilung ist in der Tumorzelle selber zu 
suchen. 

Die chemische Serumanalyse zeigte keine Änderungen gegenüber 
der Norm, aber es könnten doch Änderungen vorhanden sein in der 
Diffusibilität der vorhandenen Kationen. Fortgesetzte Untersuchung 
lehrte in der Tat, daß das Serum Tumorkranker alkalischer ist als 
in der Norm, und daß man indirekt daraus schließen muß, daß der 
Tumororganismus im allgemeinen über eine geringere Menge Ca” ver- 
fügt als der gesunde. Und es scheint, daß eben die genaue Regulierung 
der Zellvorgänge einen exakt festgestellten Ca, Bestand erheischt und. 
eben im Tumor, weiteren Abweichungen durch erhöhte Ca”- Zufuhr 
vorzubeugen wäre. An die nachgewiesene Alkalitätserhöhung schlossen 
sich wieder neue Fragen, die aber noch nicht beantwortet werden 
können. 

Man kann daran zweifeln, ob die nachgewiesene Abweichung 
quantitativ bedeutend genug wäre, die bisweilen gewaltigen Unter- 
schiede in der Aschezusammensetzung zu erklären; ob doch auch 
der Unterschied nicht den Verhältnissen in der Tumorzelle selber 
zuzuschreiben wäre. 

Es gibt doch hier anerkannte Möglichkeiten, so z. B. in der von 
Donnan (29) aufgestellten Theorie der ‚„Membrangleichgewichte‘‘, wo, 
abhängig von der Menge eines nicht diffusibilen Ions innerhalb einer 
Membran, das eine Ion in der Außenflüssigkeit angezogen, das andere 
„abgestoßen‘‘ werden könnte, ohne Beziehung zu dem in der Außen- 
flüssigkeit vorhandenen Verhältnis und bei vollkommen gleicher 
Durchlässigkeit der Membran für die Ionenarten der Außenflüssigkeit. 

Gegen die Anwendung dieser Erklärungsform ließe sich nach 
Höber u. a. geltend machen, daß diese differenten Gleichgewichte 
nur entstehen können, wenn das innere nicht-diffusibele Kolloid- 
Elektrolyt die äußeren Elektrolyte quantitativ bei weitem übertrifft. 
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Inwieweit dies der Fall ist und ob hier auch nicht schon geringere 
Differenzen doch relativ schon zu bemerkbaren Unterschieden führen 
könnten, entzieht sich meiner Beurteilung. Die Frage ist durch die 
neuesten Arbeiten Jacques Loebs aufs neue in Fluß gekommen. 

Jedenfalls stehen noch andere Möglichkeiten offen. 

Nach den Untersuchungen von Freudenberg (30) sind sogar Organ- 
pulver imstande, die verschiedenen Ionenarten elektiv zu binden; 
um so bemerkenswerter ist ihr Resultat, daß die Gegenwart von be- 
stimmten Verbindungen, vor allem aus der Nucleingruppe (Guanidin) 
imstande ist, diese Bindung quantitativ zu ändern. Die weitere 
Überlegung muß dann zu dem Schluß kommen, daß andersgeartete 
Vorgänge im Zellbetrieb mit geändertem Chemismus von selbst 
schon eine geänderte Ionenfixierung zur Folge haben müssen. Diese 
Erklärungsweise muß um so mehr festgehalten werden, indem auch 
in ihren Versuchen mit totem Material schon derselbe Antagonismus 
der Na-K- oder Ca- Bindung zutage tritt; beide Ionenarten verdrängen 
einander gegenseitig. 

Unumgänglich nötig zur Klärung dieser Frage ist aber die Be- 
trachtung des Permeabilitätsproblems und Prüfung der Membran- 
funktionen. Könnte nicht der Eintritt der verschiedenen Ionen in 
normale und Tumorzellen an geänderte Zusammensetzung der Zell- 
grenzfläche (Membran) gebunden sein ? 

Darüber müssen Untersuchungen über die elektrische Leitfähigkeit 
Aufschluß geben können. 

Bekanntlich enthalten die Zellen nach den Untersuchungen 
Höbers freie Ionen; in der Außenflüssigkeit sind ebenfalls elektrische 
Leiter vorhanden. Trotzdem leiten die Gewebe den elektrischen 
Strom sehr schlecht. Was ist die Ursache hiervon ? Es besteht ein 
sehr großer Widerstand, und dieser kann nur durch eine schlecht 
leitende Grenzschicht seine Erklärung finden. Aber damit sind noch 
nicht die elektiven Verhältnisse der Ionenarten gegenüber erklärt; 
es muß dabei doch viele Komplikationen geben, deren Erklärung in 
der eigenartigen Struktur der Grenzschicht zu suchen sein dürfte. 
Man nähert sich dieser begrifflich, wenn man die Polarisations- 
verhältnisse studiert, die sich beim Studium der Leitfähigkeit zeigen, 
und damit ist das Tumorproblem in das große Permeabilitätsproblem 
eingereiht. Denn, wo es feststeht, daß Kationen, z. B. Kalium, leicht 
in die Zelle eindringen können, kann der gefundene hohe Widerstand 
kein reiner Ohmscher Widerstand sein. Man muß also annehmen, 
wie denn auch von Nernst, Höber hervorgehoben worden ist, daß es 
im lebenden Gewebe neben Ohmschem Widerstand auch noch einen 
Polarisationswiderstand gibt. In der Elektrochemie ist die Erscheinung 
schon längst beobachtet und analysiert, daß sich an einer konstant 
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durchströmten El-ktrode Gegenkräfte entwickeln. die dem ladenden 
Strom entgegen arbeiten, eben der Polarisati»nswiderstanl. Ebenso 
ist das im Organismus der Fall. und man kann sich vielleicht die 
Sache am besten so zurechtlesen, daß 

"es die Trennungsfläche die eine Ionenart. 

z.B. die Kationen. leichter passieren labt 


\ als die Anionen. 

d ) Es muß sich dann an der Grenz- 
\ I \ Ge R Se 

5 kä Ab fläche, wie die Abb. 


N 3 angibt. eine Doppel- 
Sa Lk A Meissner 
Se \ , schicht entwickeln. die dem Strom ent- 
NN ; , ! . 
Ke 2 “IS gegen arbeitet. Diese Gewebspolarisation 
A Si ES Sa Aë : 
„hrs J ist denn auch mit Sicherheit festgestellt. 
FR + — pe D 
a” ei Qb es sich, namentlich an der Haut. 


noch um andere elektrische Phänomene 
3 Br: handelt, z. B. Kondensatoraufladung. 
die gleichfalls den Konträreffekt hervor- 
rufen können, so wie es Eintkoven und 
Beytel (30) gefunden haben wollen, lassen wir vorläufig für unser 
Problem außer Betracht. 

Wir gehen also jetzt zur Frage über, wie sich Widerstand und 
Polarisation bei der Tumorzelle verhalten. 


Abh. 3. 


Elektrische Widerstandsmessungen werden bekanntlich gewöhnlich 
mit Hilfe von Induktorium, Wheatstonescher Brücke, Meßdraht und 
Telephon (oder anderen MeBinstrurmenten) gemacht nach folgendem Schema: 

Nach Wheatstone kann, wenn sich die vier Strecken im Widerstand 
verhalten wie Ru: R, = R,: R,, die verbindende Strecke keine Punkte 
verschiedener Potentiale verbinden, folglich muß, wenn ein Telephon mit 
Wechselstrom benutzt wird, dieses schweigen. Hat man drei bekannte 
variable und meßbare Widerstände, dann ist also aus dem XNullstande 
des registrierenden Telephons der vierte unbekannte Widerstand zu be- 
rechnen. 

Man kann diese Anordnung auch beim lebenden Gewebe benutzen. 
Man nimmt ein Gewebestück zwischen zwei (unpolarisierbare) Elektroden: 
benutzt einen festen und einen verschiebbaren bekannten Widerstand, 
bestimmt den Ruhepunkt des Telephons auf dem verschiebbaren Wider- 
stand und bestimmt so den Gewebswiderstand. 


Nun zeigt sich bei dieser Versuchsanordnung ein Phänomen, das, 
obwohl aus dem Vorhergehenden zu erwarten und schon bekannt, 
sehr klar von Gildemeister (31) analysiert worden ist. Man bemerkt 
nämlich, daß der Punkt, bei dem das Telephon absolut schweigt, 
äußerst schwierig zu bestimmen ist. Man hört wohl, daß der Ton 
innerhalb einer Strecke schwächer wird, aber das Minimum ist ver- 
waschen im Gegensatz zu dem Resultat bei Elektrolytlösungen und 
toten Membranen. Dieser Umstand ist von Gildemeister sehr klar 
beleuchtet worden, indem er dartut, daß dieses schlechte Minimum 
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vollkommen erklärt wird, wenn in einem der Zweige der Wheatstone- 
schen Brücke Phasendifferenzen auftreten, sei es durch Polarisation, 
wobei der Wechselstrom voreilt, oder Kondensatoraufladung (Kapazität), 
wo der Wechselstrom nachschleppt. Jedenfalls ist das Resultat, daß 
durch den registrierenden Zweig immer Schwingungen hindurchgehen, 
wodurch von selbst das ungenaue Minimum seine Erklärung findet. 
Zudem ist es durch die Untersuchungen Gildemeisters wohl festgestellt 
worden, daß es sich hier, wenigstens bei den inneren Organen und 
Geweben, um Polarisation handelt. Er bewies dies durch Nachweis 
des mathematisch faßbaren Einflusses der Frequenzzahl auf die Er- 
scheinung, indem, wie bei der Polarisation, die Erscheinung dem 
Quadrate der Frequenzzahl umgekehrt proportional ist. 

Aus dieser Auffassung entspringt von selbst die Methode, diesen 
Phbasenunterschied zu kompensieren und zu messen, indem man, dem 
alten Kunstgriff Wiens folgend, in den Zweig, worin der Widerstand 
mit Polarisationswiderstand zu messen ist, eine variable regulierbare 
Selbstinduktion einschaltet, die die Polarisation zu kompensieren im- 
stande ist und so ein Maß für deren Betrag abgibt. Man kann 
diese sogenannten Variometer auf verschiedene Weise herstellen; in 
unserem Falle wurden, auf Rat Prof. Zeemans, einfach mit Draht 
umwickelte Lampengläser benutzt; aus der Dicke des Drahtes. der 
Windungszahl und dem Durchmesser des Glases kann mittels der 
Formel | 

L (Selbstinduktion) = Qr?In 

die Selbstinduktion in AMillihenrys berechnet werden. Darin ist 
Q = eine Konstante, r = Radius, l = Drahtlänge, n = Windungs- 
anzahl. Durch einen verschiebbaren Kontakt kann eine verschiedene 
Anzahl dieser Gläser eingesetzt werden. Diese Spulen können auch 
nur teilweise eingeschaltet werden, einerseits durch einen längs der- 
selben verschiebbaren Kontakt, andererseits mittels ineinander in 
gegensätzlicher Richtung verschiebbarer Spulen, die ungleichsinnig 
gewickelt worden sind. Von jeder benutzten Spule wurde außerdem, 
im Laboratorium Prof. Zeemans, die Selbstinduktion in Millehenrys 
direkt bestimmt. Sie variierte von 2,8 bis 3,1 Millihenry. 

Die Spulen kommen, praktisch in einem Zylindergestell ver- 
einigt, zur Anwendung. Die Photo gibt eine Übersicht der Auf- 
stellung. 

Soweit die Bestimmung der Polarisationsgröße mittels variabler 
Selbstinduktion. 

Sehr wichtig ist aber weiter die Stromquelle. Es kommt hier 
natürlich sehr auf reinen, sinoidalen Wechselstrom an, dessen Frequenz 
leicht registrierbar und veränderlich sein soll. Wir kamen zum Ziel 
durch Gebrauch von zwei Audionlampen, verbunden mit Akkumulatoren 
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von 6 bis 8 Volt und einer Hochspannungsbatterie von 60 Volt. Die 
Frequenz kann von drei einbezogenen Kondensatoren, außerdem durch 
Änderung des Widerstandes reguliert werden. 

Die Frequenzzahl selbst wird am einfachsten aus der Tonhöhe 
bestimmt, wenn man, wie hier, als Regel eine Frequenzzahl von un- 
gefähr 300 benutzt; eine Vergleichung mit einer guten Stimmgabel 
gibt bei gutem musikalischen Gehör die exakte Tonhöhe leicht an. 
Gewöhnlich wurde hier die Frequenz auf der reinen Quint des tiefen A 
(Periode 200) eingestellt, also auf E bis Fis, im einzelnen auf 310 
bis 380 Schwingungen. Die Intervalle sind mathematisch bestimmbar. 





Abb. 4. 
1. Akkumulatoren. 4. Präparat. 
2. Audionla.npen. 5. Variometer. 
3. Wasserbad. 6. Meßdraht mit Telephon. 


Ein komplettes Schema der gesamten Aufstellung gibt neben- 
stehende schematische Zeichnung (Abb. 5). 

Eine gesonderte Besprechung verlangt noch die Form der 
Elektroden und die Art, auf welche Weise die verschiedenen Ionen 
dem Gewebe zugeführt werden (Abb. 6). 


In einem Glasrohr (5) sind zwei verschiebbare versilberte Kupfer- 
zylinder (4) eingeschlossen; mittels Gummischläuchchen sind sie mit dem 
Glasrohr verbunden und schließen dabei den Inhalt des Glasrohres ab. 
Mit Schraube (10) werden die Kontakte (7) den isolierenden Schichten (8) 
aufgedrückt. Das Gewebe (1) befindet sich angedrückt zwischen ge- 
schwärzten unpolarisierbaren Platinelektroden (3), indem die Elektrolyt- 
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zufuhr mittels einiger Schichten aschefreien Filtrierpapiers (Schleicher & 
Schüll) (2) geschieht, die vor dem Experiment mit den betreffenden Salz- 
lösungen getränkt werden. Alle Teile haben den gleichen Durchmesser; 
Filtrierpapier, Gewebe und Platinelektroden. Sie werden mit einem Schlag- 
bohrer auf den richtigen Durchmesser gebracht. In allen Versuchen wird 
dieselbe Anzahl Filtrierscheibchen benutzt, als Regel 2 x 4, so daß Wider- 


Audion- 
Lampen 
if S 


Umwickeite Lampenglaser 
EE Ee 

Ir W {m IEZA 
| | Ih at" 
ll COON A 














UU 

























































eg SS BE SR.) 
700 | 200 Le | too | #00 ] 100 
GA Eh EE EE AER 


Tota! 10002 


ider stana 














ondensatore 
ndensato. 






60 Voit 


6 Voit 
, Zut ET TE 
Abb.5. Schematische Aufstellung. 





l. Gewebe. - 7. Kontakt. 

2. Getränktes Filtrierscheibchen. 8. Ebonitscheibe. 

3. Platinierte Elektrode. 9. Kupfernes Gestell. 
4. Versilberte Zylinder. 10. Schraube. 

5. Glasmantel. 11. Mika. 

6. Gummiring. 


stand und Eigenpolarisation äußerst gering sind. Die Wahl des Filtrier- 
papiers ergab sich aus der Notwendigkeit, aschefreie Elektroden zu be- 
sitzen. Gildemeister benutzte Gelatine, aber man kann sich leicht über- 
zeugen, daß Gelatine, so wie fast alle anderen kolloide Elektrolyte, Calcium 
enthält. Und eben das Calciumion spielt bei diesen Experimenten eine 
wichtige Rolle. 
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Das ganze Elektrodengestell befindet sich, von einem Luftmantel 
umgeben, in einem großen Glasgefäß, das in ein genau temperiertes Wasser- 
bad eintaucht. 

Aus der Totalzeiehnung ist die ganze Einrichtung des Versuches zu 
übersehen. 

Versuchsmaterlal. 

Es lag auf der Hand, verschiedene Tumorgewebe mit normalen 
zu vergleichen. Von ersteren wurden diejenigen benutzt, welche, in 
leider nicht allzu großer Menge, die Klinik lieferte, ebenfalls ver- 
schiedene transplantierte Mäusetumoren. Jedoch man hat es in 
diesem Falle mit fertigen malignen Neubildungen zu tun, bisweilen 
schon mit nekrotischen Teilen }.ehaftet, obwohl natürlich diese vor 
dem Versuch tunlichst entfernt wurden. 

Interessanter erschien es darum, solche Gewebe zu untersuchen, 
die ım Begriff sind, sich zu pathologischen, tumortragenden zu ent- 
wickeln. Dank der Untersuchungen der Japaner Ichakawa, Kawagiwa 
und Suzuki und der von Fibiger und vielen anderen, sind wir jetzt 
imstande, mittels Gasteerbepinselung bei Mäusen mit Sicherheit 
Karzinom zu erzeugen, und es lag auf der Hand, die Änderung in 
physikalisch-chemischen Eigenschaften vornchmlich auch an diesem 
Objekt zu studieren. Also kamen neben fertigen Tumoren vr, 
schiedene Stadien von teerbehandelten Häuten zur Untersuchung, 
mit allen Stufen des pathologischen Prozesses: verhornende Hyper- 
trophie, Papillombildungen und fertige Karzinome. 

Vorläufig behalten wir die alte mikroskopische Nomenklatur bei. 

Es handelt sich also darum, aus der Bestimmung der quantitativen 
Polarisation gegenüber verschiedenen Elcktrolytlösungen (Ionenarten; 
eine Einsicht zu bekommen in den Zustand der Grenzflächen bei 
normalen und Tumorzellen und diese Polarisation mit dem absoluten 
reinen Ohm schen Widerstand zu vergleichen. 

Nun hatte schon früher (1918) H. G. Clowes (32) angegeben. daß 
im allgemeinen maligne Tumoren einen geringeren Widerstand auf- 
weisen als normale Gewebe, er versprach sich sogar von dieser 
Eigenschaft diagnostischen Nutzen. Aber er gab nicht an, ob es sich 
um gewöhnlichen Ohm schen Widerstand oder Polarisationswiderstand 
handelt, ebensowenig wie in diesem Falle der Widerstand gemessen 
wurde. Wir werden weiter auf die fundamentalen Studien Clowes 
zurückkommen müssen. 

Ich möchte nun schon hier die Resultate der vorliegenden Arbeit 
in zwei Sätzen zusammenfassen und an der Hand dieser die speziellen 
Untersuchungen illustrieren. 

Satz 1: „Der bei normalem Gewebe, gegenüber physiologischer 
Flüssigkeit (Ringers Lösung), bestehende Polarisationswiderstand 
nähert sich bei Tumoren einem Minimum“. 
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Bevor ich mit dem experimentellen Beweis dieses ersten Satzes 
anfange, schicke ich einige Bemerkungen über die benutzten Lösungen 
und Gewebe voraus. 

Als Flüssigkeiten dienten: 


a) Ringers Lösung: NaCl... RÄ | 
KCI .......0,200 
CaCl. . . . . 0,200 
NaHCO, .. LN 


b) Na Cl-Lösung: 0,9%. 

c) KCl-Lösung: 1,25%. 

d) CaCl,-Lösung: 2,5% (aus CaCl, . 6 H,O). 

e) Ringers Lösung ohne NaHCO, (weil Steigerung der Ca” unter 
diesen Verhältnissen nicht möglich wäre). 

Später, wenn es genauer auf dio Isotonie der Flüssigkeit ankam, 
wurde die Lösung unter Benutzung des Koeffizienten oe der Tabelle 
von Kohlrausch hergestellt und dabei zur Kontrolle noch die Wider- 
stände in besonderen Versuchen gemessen. 

Als normale Gewebe dienten: Haut von Maus, Ratte, Mensch; 
Muskel vom Mensch; Leber, Niere, Milz von Mäusen und Ratten. 

In der ersten Tabelle X gebe ich jetzt eine gekürzte (als Auswahl 
aus mehreren Dutzend Versuchen) Übersicht über die normalen 
Verhältnisse. 


D Liter Du = 1:7; 











Tabelle X. 
SÉ | | Re d | Koef A Men 
ms Eee: De U Tomy olarıs oet solutem Ma eig; 
Spezimen Kader b dee ? Ge a satiotss maat ` Millihenry | u 
(CH) ) a ‚zahl (7 d i Ohm 
bk E (ungef. X AN 
Haut (Maus) 530 | 3 mm : 325 32 3.5 0.0066 0.0198 [Ringer 
220; 2 . . 325 32 1.5 0,0068 0.0204 | , 
558 a. 0:35.32 An 0,0063 00189 |, 
630 | 2Schichten' 325 33—35! 3.1 0,0049 00147 ı , 
575 Schicht ` 300 29 | 3.00 0,0052 0,0156 | „ 
Haut (Mensch 33 1 310 | 32 ! 200 0,0061. 0.0183 ° 
Ratte... . 630 | 25mm | 350 32 | 300 0,0047, 0.0141 | 5 
.2 Schichten | i | 
Leber... . 1380 5 mm , 380.32 8.5 0.0061 00183 | - 
Niere... ., 610 5o D 380 29 35 00057 00171 > 
Leber... . 49 I I BIOG 837 ; 700 0.0141 005201] , 
Niere `... 1275 5 3100 32 8.60 0.0063 0,0189 `, 
Milz .... 675 35 - 310 32 3.00 :0.0046 0.0138, 
Muskel | | | 480 4 300 34 | 25 Gud oun  ? 


Im Mittel A = 0,0197 (Abs. Maßg.). 


Aus dieser Tabelle geht erstens hervor, daß tatsächlich die Zellen 
eine bedeutende meßbare Polarisation bewirken, zweitens aber, daß 
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ein gewisses konstantes Verhältnis zwischen Polarisation und Ohm schem 
Widerstand besteht. 

In unseren Versuchen an der Haut, die uns am meisten be- 
schäftigen werden und woran die meisten Beobachtungen gemacht 
worden sind, beträgt das Verhältnis in unserer (willkürlichen) Maß- 
einheit etwa Ti (0,0050); später wurde im Laboratorium 
Prof. Zeremans festgestellt, daß unsere Einheit der Selbstinduktion 
ungefähr 3 Millihenrvs gleichkam. Wir können also setzen: 


a. M. Henry 
= b. Ohm 


Diese Zahl bestätigte sich an den meist verschiedenen Hautobjekten. 
Einige dieser Präparate trugen noch Haare, andere waren mit Ent- 
haarungsmittel behandelt worden, noch andere der Hornschicht beraubt. 

Bei den inneren Organen scheint diese Konstante noch etwas 
höher zu liegen; wir lassen das aber beiseite. 

Aus speziellen Untersuchungen geht weiter hervor, daß der 
Koeffizient keinen Temperaturfaktor hat. Ä 

Wie steht es jetzt in dieser Beziehung bei den Tumoren ? Darauf 
gibt folgende Tabelle Antwort. 


= K = 0.0197. 


Tabelle XI. 





s Es | Koet Absolute 
Vider: e eg ae 
Spezimen al Dicke 5 5 z a See SE Flussig, 
D Br: SE, e wo 
mm : = "EE 
Mäuse-Karzinom €7 . 505 29 365.010 0 Ringa 
2 5 290 36.5 0.25 0,00086 ! 0.00258 ® 
Teer - Karzinom Uleus | Ä 
(Haut) 255 1.3 3002 1.00 0,0036 ; 0.01080 
Ca mmammae . 210 4 300 30 0.25 0,00119 0,00357 
460 7 30030 0.6 0,00146 ` 0,00538 
325 D 310 35 0 0 0 
Lymphedrüsen Meta- 
stase Ca 600 6 300 34 0.4 0,00067 0,00201 
Ca ovarii 215 5 35033 0,25 ; 0.011 | 0,00330 H 
Ca maxillae . 20202020. 500 5 310 31 0,6 |0,00109 | 0,00327 
Papillorn- Karzinom der | | 
Haut nach Teer 690 4.5 300 29 2.00 i 0.0029 : 0,00870 
Sarcoım (Maus) RI 06.5300 32 1,00 | 0.0015 0.00450 


Im Mittel 


P A 
„y = 0,00401 (abs.). 


Aus diesen Ziffern, die beliebig zu vermehren wären und nur 


durch die Knappheit an menschlichem Material beschränkt sind, geht 
unzweideutig die enorme Erniedrigung der Polarisation bei Durch- 
strömung mit Ringers Flüssigkeit hervor. Die Konstante erniedrigt 
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sich auf ein Fünftel und weniger und nähert sich in gewissen Fällen 
der Nullzahl. Außerdem zeigt sich die Clowessche Angabe der 
Erniedrigung des Ohmschen Widerstandes ebenfalls bestätigt, denn 
es muß auffallen, daß bei den ausgewählten Schichtdicken der Wider- 
stand sehr niedrig gefunden wird. 


Es besteht also Satz 1 mit vollem Recht, und es darf der Vor- 
stellung des Lesers überlassen werden, sich zu vergegenwärtigen, zu 
welchen wichtigen, vornehmlich diagnostischen Schlüssen diese Be- 
funde sich verwerten lassen. Auf die eigentliche theoretische Be- 
deutung kommen wir später zurück, um uns jetzt vorläufig von den 
fertigen Tumoren und ihrer Reaktion auf Durchströmung ausschließlich 
mit Ringerlösung abzuwenden und uns mit der werdenden Malignität 
und dem Einfluß der verschiedenen Ionen zu beschäftigen. Wie 
schon gesagt, wurde die Entwicklung der Malignität an teergepinselten 
Häuten studiert und mittels der Filtrierpapierdurchtränkung mit den 
verschiedenen Ionen durchströmt. 

Da besteht Satz 2 zu Recht, welcher wie folgt, lautet: 

Satz 2: „Bei normalen Geweben hat die Substitution von Ringer- 
lösung durch isotonische Na- und KClI-Lösung keinen bedeutenden 
EinfluB auf Verhältnis zwischen Widerstand und Polarisation 
Es Konstante), isotonische Ca Cl,-Lösung aber erniedrigt die Kon- 
stante; bet malignen Geweben aber und in der Entwicklung begriffenen 
Tumoren steigert Ca Cl,-Durchströmung den Polarisationswert bedeutend 
und bringt diesen bisweilen auf das normale Niveau“. 

Es kann gezeigt werden, daß diese zweite Eigenschaft sich an 
entstehenden malignen Gebilden früher zeigt, als die in Satz l an- 
gedeutete Polarisationsverminderung der Ringerlösung gegenüber, und 
deshalb als eine frühere Stufe des Prozesses betrachtet werden muß, 
während die Effekte von reiner NaCl- oder KCl-Lösung sich in 
diesem Falle noch den mit Ringerlösung erzielten nähern. 


Ich werde diesen zweiten Satz, der Wichtigkeit wegen, mit 
mehreren Zahlen belegen und in größeren Tabellen zusammenfassen. 

Fangen wir mit der Demonstration fertiger Tumoren an, dann 
zeigt sich folgendes (s. Tabelle XII u. XIII). 

Es springt die hervorragende Wirksamkeit des Ca” in die Augen: 
bei diesen unter Durchströmung mit. physiologischer Flüssigkeit nahezu 
unpolarisierbaren Tumoren treibt das Ca” die Polarisation in die 
Höhe, in einigen Fällen bis zum normalen Wert (0,0050 bzw. 0,019 
absol.), Tabelle XTI. Es ist hier augenscheinlich keine Rede von 
physiologischer Äquilibrierung, denn KCI-Lösung hat diese Wirkung 
ebensowenig wie Ringer-Lösung, und später wird sich zeigen, daß 
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Ca-Effekt an Turnoren. 





0 
Dicke 
Spezimen bzw. 


Schichten 


Mäuse Sarcom (D) 7 


Karzinoınatöses 
Teerulcus (Maus) 


1 Schicht 
1 


Teeruleus 3 
3 
Sarcoma (Maus) . 6.5 
65 
6.5 
Mamma. Karzinom 6 
(Mensch) 
Drüsenmetnstase 6 
6 
5 
Kiefer-Karzinom 5 
(Mensch) 5 
5 
5 
4.5 
Ca Mundbodens 5 
(Mensch) 2 
5 


Carzinopapillom 


der Haut (Maus) A. 
2 Sch 
4.5 
4.5 
; 4.5 
Papillokarzinom 
Teerhaut (Maus) 4.5 
4.5 
fr 
4.5 
4.5 
Spulzellensarkom 5 
5 
(Transpl. idem 5 
Maus) 6 
6 
6 


Z2 w! 


Inın 


mm 


99 


P W der mit Ringer durchströinten 


Widerstand 


610 


520 
710 
870 
450 
410 
420 
660 
658 
595 


300 


610 
620 
490 


90 
460 
425 
2D) 
290 


230 
SNO 
TOU 


198 
d4 


690 


667 
6l5 
610 
Gu 


750 
Ss) 
Sun) 
DD 
5N) 
SIN) 


Frequenz 


2. Kocffis E 5 . e 
Ca Polaris zient Sean 
Ze sation rP Sa E 
H Ee £ 
oC = = 
31 0.5 0.000 82 0002 Au 
31 08 00015 | 0.0045 
31 20 0028 0.0084 
31 08 0,0021 : 0.006 3 
3l LA 0.033 0.0099 
30 1.0 00024 0.072 
30 20 0.0047 :00141 
32 10 00015 : 0.0045 
32 223 00033 0.0099 
32 1.0 0.0017 0.0051 
35 _ — 
35 025 0004 00012 
35 30 0.0048 00144 
33 — — l 
3l 0.6 0.001 09. 0.003 27 
21 07.0015 :0W45 
3l 1.6 00037 00111 
3l i 03 1000104 0.003 12 
31 , 025 000116 0,003 48 
| f 
| 
31 0.6 0.0026 0.0078 
3l 225 0.030 0.0090 
i 
31.5 0.3 0.0158; 0.004 74 
| 
32 g -0.5) 0,0024 0,0072 
28 2.0 0.001 29 0,003 87 
28 40 00042 00126 
SEI 30 00030 0.1090 
29 SÄI 0.002 58 0,007 74 
32 1.0 0.0019 Ä 0.005 7 
325 30 0.0045 00135 
32 1.2 0 001 95 0.00585 
32 Lu 00016 00148 
32 30 00047 00141 
32 an 100026 0.0078 
32 40 00050 0.015 
32 3.5 0.0043 :0.0129 
32 20 0.0036 00108 
32 3.0 000517 001551 
32 28 0035 0,0105 


Flussigkeit 
bzw. 
lonenart 





Ringerlösung 
ohne Na HCO. 
Ca Cl, isotoni!: 
39 LI 
Ringerlösung 
Ca Cl, isotonisk 
Ringerlösung 
CaCl, 
Ringer — NaHCO, 


Zuruck in Ringer 


Ringer + 


Ringer — 

Call, 

Ringer 

Ringer + NaH CU: 

CaCl, 

Zuruck in Ringer 

Ringer ohne 
Na HCO, 


KCL isotonish 


Unmittelbar CaCa 
Ringer ohne 
NaHCO; 
CaCl, 
Ringer 


CaCl, 


Zurück in Ringer 


KCl. isotoni. 


Ringer ohne 
Na HCO, 

Ca Cl, 

KCI 


©- Zuruck in Ringer 


CaCl, 


Ringer 
Ca Ch 
KCI 


=- Ringer 


CaCl, 
Ringer 


Tumoren: 0,0408. — P!W nach Durchströmung mit Ca Cl»-Lösung: Wil, 


| 
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Tabelle XIII. er Effekt an normalen Objekten: 








Spezimen | Dicke 
Haut, normal . . 3mm 
| Ui 
i LE 
Normal 2 Schichten 
l 99 
| IT 
| IT 
| LE) 
Leber . = 5mm 
6, 
Haut, Bauchseite 2Schichten 
LU 
29 
1 Schicht 
| „ 
Haut, normal . . .2Schichten 
| LA 
| Ié 
i 
| IT 
Haut, normal . ı 2 dicke 
Schichten 
 vunregelk 
! mäßig ges 
i schichtet 
, Selbe Lage 
Haut, Ratte,norm. "2 Schichten 
LEI 
39 
Haut SS 
39 
` 39 
Haut | 1 Schicht 
LA 
Lë 
Haut | Pr 
3 sn 
SS 3 
LA 
99 
Haut 2 Schichten 
29 
LE) 
Haut En 
99 











| Widerstand 


570 
1060 
: 620 
| 500 





‘1090. 34 
1130: 34 
| 660 34 
535 33 


620 33 
380 33 





f 
l 


` Polarisätion, 





Absolute || 


SE 





E? 


0.003 46 
0,003 84 


0,004 3 
0,005 4 
0,001 85 
0,004 24 
0,002 1 


0,007 9 
0,003 2 


0.005 3 
0,0019 
0,003 5 

0.004 3 

0,003 5 

0,004 92 

0,004 8 

0,002 0 


HI 


Ki 


Ev v% č v 


<- 


EI 


zéi 


DVD Së rabäratätä DW 
SE ea were = 7 


s 


~ 


0,004 8 

0,0094 ` 
i 

0,005 4 


0,007 2 
0.006 7 
0,007 0 


0,003 8 
0,003 1 
0,005 1 


3,0 | 0,005 85 
225 2,25 0,0027 
225 | E 0,007 2 


'310! 1,25 0,004 9 
310 | 1.25 0,003 6 
310 1.1 |0.0053 
Bn 1.25 0.005 2 
‚310, 1,25. 0.006 6 


310. 4.1 0.0037 
310: 3.25 0.0029 
310| 4,0 ` 0,0060 


310 20 0.0037 
310,20 0.0032 | 
‚310 | Lu 0.0027 





` 
ER 
5/31 





0,010 38 
0,011 52 


0,0129 
0.016 2 
0,005 55 | 
0,012 72 
0,006 3 


0,023 7 
0,009 6 


0,0159 
0,005 7 
0,0105 
0,012 9 
0,0105 


0,014 76 
0,0144 
0,006 0 


0,0144 
0,028 2 


0,016 2 


0,0216 
0.020 1 
0,0210 


0,0114 
0,009 3 
0,0153 


0,017 45 
0.005 1 
0,0216 


0,0147 
0,010 8 
0.015 9 
0.0156 
0,019 8 


0,0111 
0,008 7 
0,018 0 


0.0111 
0.009 6 
0,0051 


Ka 0,01497 





| 








| 





Flüssigkeit 


|” ke x3 EEN 


Ringer NaHCO, 
CaCl, 
Zurück in Ringer 


Ring. o. Na HCO, 


f Ringer 


CaCl, 
NaCl isotonisch 
Zurück CaCl, 


Ringer Lösung 
CaCl, 


Ringer 
CaCl, 
NaCl 
Ringer 
NaCl 


a o. NaHCO, 

CaC 

Nach längerer 
CaCl, Einwirk. 

Zurück in Ringer 

Ringer 


CaCl 


Ringer Lösung 
CaCl, 
KCl 


Ringer 
CaCl, 
KCI 


Ringer 
CaCl, 
KCl 


Ringer 
CaCl, 
KCI 
Ringer 
KCl 


Ringer 
CaCl, 
KCl 


Ring. o. Na HCO, 
CaCl, 
KC 


P. W der mit Ringer durchströmten n rmalen Haut: 0,019, — Pi W bei Durchströmung mit Ca Cl»Lösung: 0,0102, 
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auch physiologische NaCl-Lösung sich nicht von Ringer unterscheidet. 
Es ist eine ausgesprochene Ca”- Wirkung. 


Diese Wirkung ist um so interessanter, als sich bei normalen 
Geweben wenigstens an der Haut eher das Gegenteil zeigt: bei normalen 
Häuten erniedrigt CaCl, die Polarisationskonstante gegenüber Ringer, 
KCl- und NaCl-Lösung. Das zeigt Tabelle XIII. 


Die Untersuchung ist vornehmlich an der Haut ausgeführt, um, 
in Anlehnung an die Verhältnisse nach Teerpinselung, über brauch- 
bares Vergleichsmaterial verfügen zu können. 


Diese Beispiele mögen genügen. Trotz der bisweilen vorkommenden 
Unregelmäßigkeiten, zeigt sich überzeugend, daß hier bei der normalen 
Haut die Durchströmung mit Ca” eine Erniedrigung der Polarisation 
bewirkt. Während der Koeffizient P/W in der normalen Haut mit 
Ringerdurchströmung im Durchschnitt einen Wert von 0,0051 (bzw. 
0,019 absol.) aufweist, sinkt dieser Betrag bei CaCl,-Durchströmung 
auf 0,00347 (bzw. 0,0102), also um 32%. 


Sehen wir jetzt, wie sich die Sache bei sich entwickelnden 
Tumoren verhält. Wie schon erwähnt, ist der Prozeß an der teer- 
gepinselten Mäuschaut studiert. Es ist daher nötig, ein wenig weiter 
auszuholen. 


Nachdem schon Fibiger den experimentellen Beweis geliefert hatte, 
daß es gelingt, bei Ratten mittels Spiroptereninfektion ein Vormagen- 
karzinom zu erzeugen, gaben die Japaner /Ichakawa und Kamagtwa (32) 
an, daß es noch viel leichter gelingt, einfach durch Bestreichung der Haut 
mit Gasteer, mit absoluter Sicherheit dasselbe Resultat zu erhalten und 
die Stadien der Entwicklung überaus leicht zu beobachten. An diese 
Entdeckung knüpfen sich natürlich eine ganze Reihe neuer Fragestellungen, 
der Histogenese, der Transplantabilität, der Sarkomfrage und nach der 
der Art des wirksamen Agens. Wir werden diesen letzten Punkt nochmals 
streifen müssen. Für unser Problem gibt es jetzt aber nicht hoch genug 
zu veranschlagende Möglichkeiten. Die Technik ist einfach. Dreimal 
wöchentlich, also monatlich zwölfmal, werden nach chemischer Epilation 
die Haute mit Gasteer gepinselt. Die Haut wird im Verlauf der Behandlung 
spröde und rissig, hypertrophiert etwas. Nach ungefähr drei Monaten 
zeigen sich dann stecknaudelknopfgroße Erhabenheiten, die sich in der 
Folge entweder zu papillomartigen Neubildungen oder zu in die Tiefe 
wachsenden Karzinomen entwickeln können, woran sich dann noch später 
ausgebreitete karzinomatöse Ulzerationen anschließen. Auch die Papillume 
gehen später sehr oft (nach Trauma?) in Tiefenwachstum und Karzinom 
über. 


Die Abb.7 bis 12 auf S. 570 bis 581 erläutern den Prozeß, der 
übrigens schon mehrfach sehr genau beschrieben wurde. Wie verhält 
sich nun unsere Polarisation und der Koeffizient P/W bei den teer- 
gepinselten Häuten sowohl bei präkarzinomatöser als karzinomatöser 
Reaktion? Die folgende Tabelle XIV gibt die Antwort. 
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Während nun in der normalen Haut Ca”-Zufuhr Erniedrigung der 
Polarisation bewirkt, findet sich beim Tumorprozeß, ja schon im 
Gewebe, das im Begriff steht, sich zu einem Tumor umzubilden, eine 
Steigerung. Diese Veränderung setz! früher ein und ist charakteristi- 
scher als die Senkung des absoluten Widerstandes und Erniedrigung 
der Polarisation gegenüber Ringerlösung, NaCl- und KClI-Lösung 
(obwohl diese auch hier sehr einleuchtend ist, und, wie die Tabelle 
lehrt, bei weiter fortgeschrittenem Prozeß, wenn sich Papillom und 
Karzinom entwickelt, nie fehlt), und dürfte daher praktisch am ersten 
benutzt werden; denn es ist wohl einleuchtend, daß der beschriebene 
Apparat der Praxis Dienste leisten kann. Natürlich hat man mit in 
den Kauf zu nehmen, daß gesunde Teile, gleichzeitig zwischen die 
Elektroden genommen, die abnorme Reaktion überstimmen; für diese 
Art Untersuchungen hätten noch kleinere Elektroden besser dem 
Zweck entsprochen. 

Hier wird auch klar, was die Herabsetzung der Ca Menge in 
der Gewebsflüssigkeit, wovon im ersten Abschnitt die Rede war, für 
den Tumorprozeß zu bedeuten hat, namentlich für die Möglichkeit, 
durch vermehrte Ca”-Mobilisation die richtige Funktion der Zellgrenz- 
fläche wieder herzustellen. 

Es kommt aber jetzt weiter darauf an, sich ein Bild zurecht- 
zulegen, wie man die beschriebene Erscheinung erklären könnte. 
Jedenfalls haben wir eine konkrete Abweichung an der Grenzfläche 
der Tumorzelle gefunden und können den Anfang machen, dem 
Schlagwort Analogie: Inhalt zu verleihen. Folgende Erklärung 
des Kolloidphänomens (denn ein solches liegt vor) dürfte die wahr- 
scheinlichste sein: Es handelt sich um Polarisationserscheinungen ; 
folglich kann man mit einiger Wahrscheinlichkeit annehmen, daß 
zwischen den verschiedenen umspülenden Ionenarten bezüglich der 
Eindringungsmöglichkeit in die hydrophile Kolloidschicht der Zellen- 
oberfläche Differenzen bestehen. Wir finden nun, daß in der normalen 
Zelle bei Durchströmung mit Na’ und K’ starke Polarisation statt- 
findet; folglich dringen die Na und K’-Ionen leicht ein, leichter als 
die Anionen z. B., und bewegen sich leicht in die bydrophilkolloide 
Oberfläche der Zellgrenze. Ca”-Durchströmung hat nun, wie andere 
Erfahrungen wahrscheinlich gemacht haben, eine festigende Wirkung 
auf die Grenzkolloide; die Dispersität nimmt ab, und so wird es ver- 
ständlich, daß die Aa K` und C'a”-Ionen schwerer eindringen; folglich 
muß die Polarisation abnehmen. 

Bei Tumorzellen ist nun, wie man sich vorstellen kann, das ver- 
schiedene Verhalten den Ionenarten gegenüber geschwunden; sowohl 
Kationen wie Anionen dringen leicht ein, folglich müssen Widerstand 
und Polarisation abnehmen. Hier begegnen wir zum ersten Male dem 
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Tabelle XIV. Ca’-Effekt an Teerhaut. 


Spezimen 


Teerhaut . Se 
Nach 80 Tagen Dein: 
Haut mit papill. Karzinom 
Nach vier Monaten . 


Teerhaut, zwei kl. papill. 
60 Tage Vınselung, 


„Tissig‘" 
Idem, 90 Tage rissig` 
Während eines Monats 


nicht gepinselt 
980 Tage, etwas hy pertroph. 


90 Tage Pinselung, einige 
Papillomen . 

Normale Seite 

Papill. Seite 


Haut, Ratte, 40 Tage 
Pinselung, ohne Effekt 


105C 


1140 


1080 
630 
| D B 


(Die Rattenhaut ist für 


90 Tage 


Teerpapillom . A 


Ratte, Haut, 56 Tage; kein 
Effekt sichtbar . À 
Normale Seite 


Gepinselte Seite 


Maus, 90 Tage Pinselung; 
nachher 1 Monat ausges. 
Kein siehtbarer Effekt. 


Ratte, Haut 
Normale Seite 


Gepinselte Seite (40 Tage 


gepinselt); kein Effekt 
Maus, 85 Tage Pinselung. "` 


l] Monat nicht gepinselt. 
Kein sichtbarer Effekt 


1050 ` 


580 





90 
1120 


970 


1430 
T40 
120 


110 


83O 
940 


1900 
1180 
1040 


510 
810 
380 
940 
770 
420 
218 
430 
370 














2 £ Šu Ny 
i eg > S = = ! 
Dicke ! 2 p Se Ee | Flussigkeit 
= wi ! 
E ER, KE 3 D 
3 mm 1,5 0.0040 0.0120 19 300 Ringer eo 
| s 
: 7 Rin 
| 1,3 1.0 0.039 0.0117 16 a Ge 
3 Schichten 1.5 0.0032 0.0096 21 300 we 
s5 20 0.0032 00096 31 300 
3Schichten! 7.0 0.0066 00198 32 375 
(Über: 
deckung') 
2Schichten 6.5 0.0057 0.0171 30.5 325 
: | i 
I Schicht 27 00069 0.0207 30.5325 
2 Schichten 6,0 0.005 45 0.016 35 33 325 
| 
1Schicht 3.00.0052 0.0156 29 300 
2Schichten Au 0.0047 00141 30 300 
3 5000038 00114 3C 300 
5 mm '5.0 0.0046 0.0138 31 '350 
5 3.0 0.00475 0.014 25 31 350 CaCl, 
5 40 00066 ‚0,0198 31 350 KCl 
Teerpinselung sehr wenig empfindlich.) 
5 mm 725 0.0050 0.015035 350 Ringer 
2Schichten z 
1Schicht 2.5 0.0043 '0.0129 34 350 e 
1 Schicht 1.25 0.0035 | 0,0105 | 
2Schichten 5.0 0.0525 001575 3 RO 
‚65.0.0058 0,0174 — — Call, 
| | | 
7.0 0.0072 0,0216 35 200 Ringer 
gn 0.0070 ,0.0210 35 äm 
“35000067 0,0201 35 200 CaCl, 
o 85 0.0071 0,0213 35 200 KCI 
5.00.0065 0.0195 32 200 Ringer 
7000084 0.0252 32 200 CaCl, 
50 0.053 0,0159 32 200 KO 
55 0.029 0.0087 32 '225 Ringer 
583 0.0049 0.0147 32 225 CaCl, 
“5.0 00048 0.0144 32 225 KCI 
I Schicht 3.0 0.0059 0.0177 32 225 Ringer 
2.2 0.00262 0.007 86 32 225 CaCl, 
2.75 0.0072 0,0216 32 :225 KCl 
50 0.0053 0,0159 33 225 Ringer 
3.25 0.0042 0,0126 33 225 CaCl, 
20 00047 ‚0,0141 33 225 KOl 
ie 1.25 0.0057 ‚0,0171 | 37 325 Ringer 
© 2.25 0.0052 '0,0156 ` di 325 KCI 
& 2.2 0.0060 0,0180 37 :325 Ca Cl, 


























bzw. abe.: 0,0152. 


Steigerung prozentisch: 








150%. 
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Tabelle XIV. (Fortsetzung.) 
— ———m ~ 
Si > Absolute &5 | N 
Spezimen ëch Dicke | Z SC OC? 3 S S Flüssigkeit 
2 | F joc È 
véi Ab en ee SE nee, Fr SE eet, e EES Deeg S E 
Während zweier Monate ge- | 730 | 1 Schicht , Ian 0.002 75| 0,008 25| 36 1330 Ringer 
pinselte Maus. Haut nur | 550 „25 0,0045 | 0,0135 |36 :330 CaCl, 
etwas Fissig 430 | S 2,0 | 0,0046 0,0138 36 290 KCI 
Maus, drei Monate gepinselt. | 865 : 3 mm |4,0 ; 0.0046 | 0,0138 |30 310 Ringer 
Vereinzelte Papillome 1080 3 , 16,0 0,0055 | 0,0165 |30 1310 CaCl, 
‚860 ` | 3 „ 14,0 0,004 7 ; 0,0141 |30 ‚310 KCl 
i |! 
Teermaus, acht Wochen ge- | 444 |2 Schichten 27 0.006 0 | 0,0180 | 37 ‚300 Ringer 
pinselt. Rissig. Kein 970 “76 |0,0078 |0.0234 |36 |300 CaCl, 
Papillom 520 S 1,7 | 0,003 27| 0,009 81| 36 300, KCI 
Teermaus, einen Monat ge- 524 45mm :1,0 |0,0019 | 0,0057 |32 |310 Ringer ohne 
inselt und skarifiziert. ` ' © NaHCO; 
banill Kari 669 45 „ 13,0 ' 0,0045 0,0135 i32 210 CaCl, 
PAER 615 | de „ "Lä {0,00195 0,00585 32 210 kO 
610 | 45 8 ‘1,0 "009 :0,0048 32 |310 Ringer 
0 45 „ 13,0 0,0047 ‚00141 28 310 CaCl, 
Teermaus mit Papillom. . , 690 | 4,5 „ 12,0 |0,003 0 0,0090 og 1300 Ringer 
90 |45 > [40 !0.0042 00126 28 300 CaCl, 
980 | 45 ,„ 3,0 ;0,0030 0,0090 28 300. Ringer 
780 | 4,5 „ ‚2,0 | 0,002 58 0,007 74 28 Bu 
Teermaus, drei Monate ge- | 790| 3 „ [40 |0,00506 0,015 18 31 325 Ringer 
pınselt. Prozeß im An- 400? 3 ,„ 8,0 — — |31 325 CaCl, 
fang neben Ulcus | 390 | 1 Schicht 2,0 0,0051 0,0153 |31 1325 „ 
3901 „20 |0,0051 0,0153 |31 |325 . „ 
. Ulcus selbst 370 Ra 0,8 0.002 1 | 0,006 3 | 31 1325 Ringer 
l . 450 | i ‚1,5 | 0,0033 |0,0099 |31 |325 CaCl, 
Teermaus, 2!/, Monate ge- | 410 , 3 mm ‚10 0,002 4 | 0,007 2 | 30 300 SE ohne 
pinselt, Ulcus | ‚Da E 
"42013 „ 120 |0.0047 0,0141 30 1300 Cat L 
Hautstück mit kleinen 920 | 3 . 14.0 |0,0043 |0,0129 |30 |300| Ringer 
Papillomen "600 | 3 „51 10,0080 | 0.0240 | 31 300 CaCl, 
570 | 3 „130 0,065 2 0,0156 | 31 300 Ringer 
Teerhaut, vier Monate ge- 4704 1,8 ‚ 0,003 8 0,0114 | 31,5 ‚310, ST eh 
= d A S j 2 Im 
Pracht, Einzelne Fapill. op A 125 10.0043 :0.0129 |33 310 caer 
1520 A n Lë 0,0030 | 0,0090 |33 Ze 
Hant neben Papillome. 1010 130.75 10,0071 |0,0213 |34 |310' Ringer 
Keine Veränderungen 54313. 25 '00046 |0.0138 |34 |310 CaCl, 
645 | 3 „s 385 EE 0,0162 |34 1310 KCI 
Teermaus, zwei Monate ge- 454 | 1 Schicht 2,0 0.004 4 06.0132 33 1300 Ringer 
pinselt. 1Stecknadelkopf | 561 | 3.25 0.0057 10.0171 33 '300 CaCl, 
groß, Anfang. Sonstnorm. 561 | K 1.5 ‚0.0045 NW 0135 33 350 Ringer 
Selbe Haut. Neben dem 360 = = 0.0058 | 0.0174 33 310. 
Prozeß 333 | 5 0015. 0.0135 33 210 CaCl, 
Polarisationswert der mit ER a Teerhaut: 0,00448 
bzw. abs.: 0,0134. 
Polarisationswert der mit CaCl, durchströmten Teerhaut: 0,00509 
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bisher ziemlich leeren Begriff Entdijferenzierung, auch ein Schlagwort 
in der Tumorpathologie, das jetzt wenigstens eine pbysikalisch- 
chemische Deutung erhält. 

Lait man jetzt mit Ca” durchströmen, so stellt die Dispersitäts- 
vergrößerung durch dieses Ion die normalen Verhältnisse wieder her; 
nur die beweglicheten Ionen (Na, K) oder die, welche am meisten 
Affinität zur Wasserphase haben, können eindringen, und die ge- 
wöhnliche Polarisation tritt wieder in Erscheinung. 

Dieser Erklärungsversuch ist, notgedrungen, oberflächlich und zu 
allzemein gehalten. Denn es wird hier außer Acht gelassen. welcher 
Art denn dieses hydrophile Kolloid sei. Nun hat der schon früher 
erwähnte H.G. Cowes*) (33) eine mehr detaillierte Vorstellung entwickelt 
und durch Modellversuche zu stützen versucht. Dieser Auffassung 
nach gibt es in der Grenzschicht zwei gesonderte Phasen: eine 
wässerige (eiweißhaltige), die eine andere, fetltartige (seifenartige) um- 
schließt. Das richtige Verhältnis zwischen beiden garantiert den für 
den nötigen Jonen-Im- und Export genügenden Raum, solange die 
eintretenden Ionen an dem Dispersitiitsgrad der Fettphase nichts 
ändern. Anders aber. wenn dies der Fall ist, wie bei den Ca Jonn. 
Diese ändern den Dispersitätsgrad der Fettphase, indem sie z. B. 
mit dem seifenartigen Körper weniger lösliche (Ca-Seifen) Verbindungen 
eingehen. Dann ändert sich sekundär auch das Verhältnis der 
Wasserphase gegenüber, indem jetzt umgekehrt die Calcium-Seifen- 
phase die Wasserphase in sich schließt und für die Bewegung der 
wasseraffinen Ionen wenig Raum übrig läßt. Bayliss (33) vergleicht. 
den jetzt entstandenen Zustand mit der Konsistenz der Butter, 
während vorher und normaliter die des Rahms bestand. Clowes 
konnte dann diese Zustandsänderung an mit Seifenlösung getränktem 
Hiltrierpapier nachahmen. 

Es ist zweifellos, daß wir die ‚fettartigen Stoffe“ an der Grenz- 
schicht nieht außer Acht lassen dürfen, daß wir im Gegenteil in 
unserem Falle dazu gedrängt werden, ihnen sogar eine entscheidende 
tolle zuzuschreiben. Es ist nämlich exakt festgestellt worden (u. a. 
von Gildemeister), daß die Narkose gesetzmäßige Änderungen in der 
Polarisation verursacht. die sich zuerst in einer Schwächung, später in 
einer Verstärkung. dann wieder in einer Aufhebung (Tod) kundgeben. 

Ohne hier zwischen den verschiedenen Narkosetheorien [Overton 
(34), Traube (35) usw.] zu wählen, an die hervorragende Lipoid- 
löslichkeit. der meisten Narkotica kann man doch nicht vorbeigehen. 
Derselben Erscheinung begegnen wir nun in der Tumorforschung. Von 
den Reinkeschen (37) und Askanazyschen (36) Experimenten ab bis zu 


*) Man vergleiche auch hiermit die neuesten Ausführungen Hamburyere. 
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den Fischerschen (38) und den zuletzt besprochenen Teereffekten ver- 
binden sich alle mehr oder weniger erfolgreichen Experimente gemeinsam 
durch die Fettlöslichkeit der die Wucherung hervorrufenden Stoffe. Das 
ist schon öfters auseinandergesetzt worden. Daß es nicht allein auf die 
Fettlöslichkeit ankommt, beweist das Fiasko der erwähnten früheren 
Untersuchungen mit dem Zweck, mit chemisch definierten lipoid- 
löslichen Produkten wirklich malignes Wachstum zu erzeugen, das 
beweist auch die Erfolglosigkeit der niedrig siedenden Teerfraktionen*). 
Viele andere Momente müssen hinzukommen, von denen relative 
Wasserlöslichkeit, Reaktion (Alkalitätsgrad), Sättigungsgrad genannt 
seien. Aus der Fülle der Teerverbindungen daher ein wirksames 
Agens herauszuholen, erscheint mir darum wenig aussichtsreich. Es 
ist für das Verständnis aber auch gar nicht nötig, weil es hier statthaft 
ist, jetzt, nachdem die prinzipielle Möglichkeit einer Tumorerzeugung 
auf diesem Wege gezeigt worden ist, die Ergebnisse der chemisch 
einfacheren Experimente Fischers, Reinkes usw. als Modell zu wählen. 

Die Heranziehung der Wichtigkeit von fettartigen Stoffen im 
Erklärungsversuch von Clowes ist also sicher berechtigt; nur ist 
sicher die Identifikation mit Seifen nicht erlaubt. 

Hier können wir andere, jetzt besser gesicherte Erkenntnisse an- 
wenden. Als Fettstoffe an der Grenzfläche haben wir nämlich eine 
Kombination von Phosphatiden und Sterinen anzunehmen in einem 
für jedes normale Organ unverrückbar festgestellten Verhältnis 
[Terroine, Mayer, Schäffer (39)] (Koeffizient lipocytiqueder französischen 
Autoren). Beide Komponente verhalten sich antagonistisch, indem 
das Phosphatid (Lecithin) ein exquisit hydrophiles Kolloid ist, das 
andere (Cholesterin) gar nicht in Wasser verteilbar ist. Das Verhältnis 
zwischen beiden Stoffen, die wahrscheinlich ineinander gelöst sind, 
bedingt denn auch die Dispersität der Fettschicht in der Wasserphase. 
Und daß dieses Verhältnis für die Zelle von der höchsten Bedeutung 
ist, erbellt u. a. aus den Untersuchungen Brinkmans (40). 

Man dürfte nicht zu weit gehen, wenn man eben das für jede 


hati 
Zelle charakteristische Verhältnis nen als den Regulator der 


Sterin 
Ioneneinwanderung, also auch der Polarisierbarkeit, betrachtet. 
Umgekehrt könnte dann, wenn diese Annahme zutrifft, aus den 
Polarisationsverhältnissen auf die Lipoidzusammensetzung geschlossen 
und so die chemische Analyse vervollständigt werden. 


*) Hierbei muß aber eine Reserve gemacht werden: die gehörigo 
Beachtung des Zeitfaktors; vielleicht ergibt längere Einwirkung der be- 
treffenden Stoffe doch positives Resultat: man bedenke, daß die Erfolge 
der Teerpinselungsmethode nur der Geduld der japanischen Autoren zu 
verdanken sind. 
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Nun habe ich schon vor Jahren in meinen Pankreasstudien (41) 
versucht zu zeigen, daß die interne Sekretion des Pankreas darin 
besteht, daß ein lipoidartiger Stoff sezerniert wird, der den Permea- 
bilitätsgrad der Zelle im Sinne von erhöhter Durchlässigkeit beeinflußt. 
Und in derselben Abhandlung konnte ich zeigen, daß sowohl im 
Blutserum wie in methylalkoholischen Pankreasextrakten ein Stoff 
existiert, der durch Äther reversibel in zwei Komponenten gespalten 
wird. Dies wurde in stalagmometrischen Versuchen meines Erachtens 
unzweideutig gezeigt. Leider ist nie eine Nachprüfung dieser Angaben 
erfolgt. 

Die einfachste Erklärung ist diese, daß, wenn zu dem Komplex 
ein Lösungsmittel hinzukcmmt, worin eine der Komponenten des 
Komplexes sich leichter löst als die andere, eine reversible Spaltung 
auftritt. Diese Spaltungen mittels verschiedener Lösungsmittel sind 
jetzt in der Lipoidchemie wohl bekannt. 

Nehmen wir für unseren Fall an, daß z. B. das Sterin sich 
leichter in dem zweiten Lösungsmittel, nämlich ein oder mehrere 
Teerprodukte, löst, wie das Phosphatid, so hätten wir durch unseren 
experimentellen Eingriff die Hydrophilie der Grenzschicht erhöht mit 
der Folge: vermehrte Durchlässigkeit, wodurch die Differenzierung 
im Ioneneintritt schwindet, vermehrter Wassereintiitt mit verringerter 
Polarisation; indem durch Ca”-Zufuhr wiederum die Hydrophilie unter 
Vermehrung der Polarisation erniedrigt wird. Bei den Teerexperimenten 
dürfte es sich um etwas Ähnliches handeln; stellt man sich vor, daß 
hierbei ebenfalls die eine Komponente sich leichter in einigen Teer- 
produkten löst als die andere Komponente, womit sie bisher einen 
Komplex formte und es so schützte, so begegnen wir allen Er- 
eignissen, wie vorher beschrieben wurde. Dann erst nähern wir uns 
dem Schema, wie es sich Cicwes dachte, und die beschriebenen Er- 
scheinungen dürften verständlicher werden. 

Der weitere Verlauf des Prozesses, der dann zu Tumorwachstum 
führt, wird dann auch begreiflich. Die Hydrophilie nimmt zu, was 
wir auch in der Tat beim Tumorprozeß sehen, die Zelle vergrößert 
sich, wird heller, die Oberflächenspannung ändert sich, indem die 
Parallelspannung der gleichsinnigen Icnenarten, die der Oberflächen- 
spannung entgegenarbeitet, eine Änderung erfährt; die Oberfläche 
vergrößert sich, was wiederum mit Änderung des O-Verbrauchs 
einhergeht, die Form der Zelle ändert sich lokal, abnorme Teilungen 
werden induziert, kurzum, wir haben alle Erscheinungen vor uns, die 
sich beim Tumorwachstum zeigen. Denn es muß hier ausdrücklich 
gesagt werden, daß es eben ın den diesbezüglichen Untersuchungen 
keinen prinzipiellen Unterschied zwischen gutartiger und bösartiger 
Neubildung gibt (bzw. zwischen Papillom und Karzinom): beide 
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Prozesse gehen, auch klinisch, nebeneinander her; und Tiefenwachstum 
und Loslösung aus dem Zellenverband sind in dieser Auffassung nur 
weitere induzierte Extreme. 





Abb. 8. 


Die beigefügten Abbildungen der Anfänge des Prozesses, die ich 
Dr. Deelman (42) verdanke (Abb. 7 bis 12), dürften das Gesagte ver- 
anschaulichen; die Formänderungen erinnern sogar an die Äusschläge 
eines Kapillarelektrometers ; interessant ist auch die Helligkeit und 
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Vergrößerung der wuchernden Zellen, die auch noch nach Fixierung 
und Färbung unzweideutig wahrnehmbar ist. Zusammenfassend er- 
gibt sich also aus diesen Polarisationsstudien : 





Abb. 10. 


Bei dem malignen Tumorprozeß stellen sich, sogar noch bevor 
von einem eigentlichen Tumor im klinischen Sinne die Rede ist, 
Änderungen an der Grenzfläche ein, die sich als Polarisations- 
änderungen zu erkennen geben, sowohl in quantitativem Sinne als 
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Erniedrigung gegenüber Ringers Lösung, wie als Ca”-Paradoxon in 
qualitativem Sinne im Vergleich zur normalen Reaktion. 
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Abb, 12. 


Die Begründung dieser Erscheinung wird in Dispersitätsänderungen 
des kolloidalen Grenzschichtsystems gesucht, woraus alle weiteren 
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Erscheinungen: Formänderung, forcierte und unregelmäßige Teilung. 
gesteigerte Wasseraufnahme, vermehrter O-Verbrauch, abzuleiten sind. 

Eine Schwierigkeit bleibt dabei aber noch bestehen: die hereditäre 
Übertragung dieser Änderungen und ihre Vereinbarkeit mit dem Leben. 
Allerdings gibt es keinen Tumor ohne Nekrose, aber es scheint doch die 
Möglichkeit zu geben, daß ein neues Kolloidalsystem existenzfähig 
ist, das sich auch erhält, nachdem die einwirkende Ursache auf- 
gehoben ist. Beweis hierfür ist die Gleichartigkeit der viele Genera- 
tionen hindurch transplantierten Mäusetumoren. Es muß deshalb 
mehrere Lebensarten geben, die hereditär übertragbar sind; vielleicht 
ist dies nur unter Einstellung der eigentlichen Funktion möglich, und 
es ist darum fraglich, ob denn hier eine wirkliche Lebensform vor- 
liegt. Dieser ganze Begriffskomplex ist in dem Ausdruck ‚„Anaplasie‘“ 
einbegriffen, ein Ausdruck, der doch besser aufzugeben und eher 
durch den Ausdruck ‚Mutation‘‘ zu ersetzen wäre. Sicher ergeben 
sich doch hier Beziehungen zum Begriff der Mutation, wie diese 
experimentell u. a. von Beyerinck (43) und H. J. Waterman (44) an 
Pilzen verwirklicht worden ist. Überhaupt gemahnen denn auch die 
Studien Maud Hues (45) zur größeren Beachtung des hereditären 
Prinzips in der Tumorforschung. Mit der Besprechung desselben 
würden wir aber die diesem Kapitel gesteckten Grenzen über- 
schreiten. 

Wenden wir uns darum lieber zu einigen praktischen Konsequenzen, 
die wir aus dieser Untersuchung ziehen können. Wie auch schen 
Clowes geahnt hat, kann die beschriebene Aufstellung diagnostischen 
Nutzen bringen. Es ist nämlich möglich, an einem ausgeschnittenen 
Gewebestück eventuelle Malignität festzustellen. Die abnorme Ca”- 
Reaktion wäre dabei noch charakteristischer als der Verlust der 
Polarisierbarkeit. Technisch ist die Sache unschwer durchführbar. 
Nur muß man die Gewißheit haben, daß andere pathologische Gewebe 
(Granulationen) nicht ebenso reagieren; das ist wohl sehr unwahr- 
scheinlich, denn z. B. alle teerbehandelten Häute sind zudem chronisch 
entzündet. Aber die Frage erheischt doch eine eingehende Unter- 
suchung. Jedenfalls hat nichtspezifisches Granulationsgewebe einen 
hohen Polarisationswiderstand. Auch ist die Möglichkeit nicht aus- 
geschlossen, daß andere entzündete Zellen in überwiegender Mehrheit 
die C'a”-Reaktion verdecken. Ich kann schon jetzt ein Beispiel dafür 
anführen: Eine Teermaus hatte unter traumatischem Einfluß eine 
ulzerierte Stelle bekommen und wurde elektrochemisch untersucht. 
Beide Reaktionen waren fast normal, und trotzdem zeigt die 
mikroskopische Untersuchung eine kleine karzinomatöse Stelle inmitten 
des chronisch entzündeten Gebietes. Andererseits wurde aber schon 
mehrmals abnorme Reaktion an gewissen Hautstellen beobachtet, die 
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sich in der Tat, im Gegensatz zu ihrer Umgebung, als maligne 
offenbarten. 

Eine wichtige Form der Anwendung dieser elektrochemischen 
Reaktion scheint mir die durante operatione zu sein, wo erkannt 
werden muß, ob die Excision eine vollständige und im gesunden 
Gewebe erfolgt ist. Die Elektrodenform muß dafür aber einer kleinen 
Veränderung unterliegen. Erforderlich ist eine mehr nadelförmige 
Gestalt und leichte Sterilisierbarkeit. 

Weitere spezielle Untersuchungen werden die Methode näher 
ausgestalten müssen. 
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HI. 


Mikrochemische Untersuchungen. 
Mit Abbildungen 13 bis 26 im Text. 


Unsere vorhergehenden Untersuchungen benutzen bisher fast 
ausschließlich physikalisch -chemische Methoden; nur im Anfang 
wurden einige Resultate rein-chemischer Forschung hervorgehoben. 
Es wäre aber einseitig, die Bedeutung der letzteren zu unterschätzen, 
wie auch diejenigen der mikroskopischen Untersuchung. Es würde 
denn auch vielleicht die Mühe lohnen, zu prüfen, ob die im Vor- 
stehenden erörterten Prinzipien sich auch im mikroskopischen Bilde 
erkennen lassen. Es kann sich hier freilich nicht um gewöhnliche Unter- 
suchungen im fixierten, gefärbten Bilde handeln; das ist schon oft 
genug gemacht worden und hat trotzdem nicht wesentlich zur 
Förderung der Frage beigetragen. 

Versucht wurde aber, die mikrochemischen Methoden Mc Callus 
(46) auf das sich zu Krebs abartende Hautgewebe zu prüfen, und 
namentlich die aus den Aschenanalysen hervorgegangenen Vor- 
stellungen über den K`- und Ca”- Gehalt durch mikrochemische Me- 
thoden zu erhärten und auch topographisch zu untersuchen. Gewählt 
wurde aus der ganzen vielseitigen Methodik Mc Callums die Prüfung 
auf Kalium und Calcium, weil für diese beiden wohl gesicherte Me- 
thoden zu Diensten stehen. Über den Wert dieser ganzen mikro- 
chemischen Methodik wird verschieden geurteilt; ein relativer Wert 
unter Einhaltung aller Kautelen und bei vergleichender Untersuchung 
an Hand eines genügenden Kontrollmaterials ist ihr jedenfalls nicht 
abzustreiten. Es wurden viele hundert Präparate auf folgende Weise 
gemacht: kleine frische Gewebsstückchen wurden auf dem Mikro- 
tomtisch in ein wenig Leim eingelegt, so bald wie möglich mit 
flüssiger Kohlensäure gefroren und mit gekühltem Messer in Schnitten 
von 5 bis 15 Mikron geschnitten. Die Schnitte kamen in die 
teaktionsflüssigkeiten zur Herstellung der K- und Ca-Niederschläge. 

Für den Kaliumnachweis wurde das Kobaltnitritreagens, nach 
der Hamburgerschen Modifikation (47) hergestellt, benutzt und das 
Doppelsalz mit saurem Ammonsulfid in das schwarze Kobaltsulfid 
übergeführt und die Schnitte in gleichen Teilen Glycerin und Wasser 
unter dem Deckglas aufbewahrt. Die Deckgläser wurden mit Paraffin 
umrandet. Von der Verwendung von Balsam wurde abgesehen. 
Die Präparate sind alsdann tiefschwarz gefärbt; mikroskopisch besteht 
der Niederschlag aus tiefschwarzen Kügelchen verschiedener Größen- 
ordnung. 
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Fragt man sich, welcher Teil des Gewebskaliums uns auf diese 
Weise sichtbar gemacht wird, so lehrt eine Überlegung, daß sich 
doch wohl alles K, sowohl freies wie gebundenes, ausscheiden muß. 
Denn, wie auch B. Kramer (48) für Serum dartut, entsteht bei einer 
ersten Präzipitation des freien K eine Gleichgewichtsverschiebung, 
die eine Dissoziation des gebundenen K nach sich ziehen muß, wo- 
durch dieses ebenfalls in eine fällbare Form übergeführt wird. Auf 
diesem Vorgang basiert denn auch die direkte Ca- und K-Bestimmung 
im Serum ohne vorhergehende Veraschung. 

Für das Ca” liegt bei der McCallumschen Methode die Sache 
anders. Denn M. OC führt hier das Ca” mittels schwefelsäurehaltigem 
Alkohol in Ca SO, über und zeigt SO, über das Pb SO, mit Bleiacetat 
und schließlich das Pb mit saurem Ammonsulfid an. Chemisch ver- 
länft also die Reaktion wie folgt: 


CaSO, + Pb acetat = PbSO, + Ca acetat 
PbSO, + NH,HS = PbS -+ NH,SO, 


Außerdem wird, um die Entstehung von Bleiphosphat auszuschließen, 
weil vielleicht der schwefelsäurehaltige Alkohol die Phosphorsäure 
aus den Phosphaten nicht extrahiert, vor Überführung in Ammon- 
sulfid mit n/l0 Salpetersäure ausgewaschen. Quantitative Fällung 
des Ca” steht außer Zweifel; die große Unsicherheit ist aber, ob nicht 
durch die zahlreichen Zwischenreaktionen mit unvermeidlichen 
Diffusionsprozessen Verschiebungen bedingt sein können, die die 
Lokalisierung ändern und Täuschungen bereiten. Darauf läßt sich 
leider keine Antwort geben, nur die Konstanz der Resultate läßt die 
Ergebnisses vertrauenswürdig erscheinen. 

Ich werde nun an der Hand der Mikrophotogramme, die sich 
durch die Art der schwarzgefärbten Niederschläge leicht herstellen 
lassen, die Ergebnisse besprechen. 

Die Photogramme stellen alle Vergrößerungen von 80- bis 90-mal 
dar. Die K-Bilder zeigen, wie das K-Depot hauptsächlich an Epithel- 
zellen, Haarbälgen, Drüsen, Haaren lokalisiert ist, während die Subkutis 
nur sehr leicht tingiert ist und nur einen feinen, staubförmigen Nieder- 
schlag enthält. Nur um die Gefäße herum befinden sich winzige 
Niederschläge. Der Kontrast zwischen Epithel und Bindegewebe ist 
also sehr scharf und geht fast den gewöhnlichen Hämatin - Eosin- 
Färbungen parallel. Man muß jedoch im Auge behalten, daß es sich 
hier nicht um Färbung, sondern um Niederschläge handelt, deren 
Körnchen mit stärkerer Vergrößerung wahrnehmbar sind. Wir haben 
uns aber absichtlich der Wiedergabe dieser stärkeren Vergrößerung 
enthalten, weil doch mit dieser Methode eine naturgetreue Reproduktion 
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des feineren Details inner- und außerhalb der Zelle wohl nicht zu ver- 
wirklichen ist. Dafür ist die Gefahr für Verschiebungen zu groß. 
Die groben Unterschiede in der Salzverteilung sind aber als enorm 
groß und konstant wohl über alle Zweifel erhaben. 


Die (’a-Bilder (Abb. 13) derselben normalen Gewebe zeigen nun 
einen sehr interessanten Kontrast gegenüber den K-Bildern: Die 
Subkutis ist ganz bräunlich schwarz gefärbt, Epithel, Haarbälge. Haare. 
mit Ausnahme der Wurzelpapille, sind fast ganz ungefärbt, d.h. sie 
enthalten keinen Niederschlag. Bisweilen kann man noch bei sehr 
gut gelungenen Präparaten ein Zone im Epithel beobachten, wo man 
noch eine braungelbe Differenzierung sehen kann. 





Abb. 13. 


Man hat also ein vollständiges Kontrastbild zu dem des Kalium- 
niederschlages. Merkwürdigerweise hat man also eine vollständige 
Differenzierung anzunehmen zwischen Epithel und Bindegewebe in 
dem Sinne, daß unter normalen Verhältnissen die K- und Ca-Ver- 
teilung einander vollkommen entgegengesetzt sind: das Bindegewebe 
bindet viel Calcium und Spuren Kalium, das Epithel nur Kalium 
und Spuren Calcium. Das alles natürlich unter der Voraussetzung. 
daß in der Tat die chemischen Reaktionen alles vorhandene Metall 
anzeigen, woran aber kaum zu zweifeln ist. 


Wenden wir uns jetzt zu den Änderungen, die die Haut unter 
fortgesetzter Teerpinselung erfährt. 
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a) Wie bekannt, ist eine der ersten Teereffekte, daß das Epithel 
an Dicke zunimmt, mehr Hornstoff bildet und die Haare ausfallen. 
Das Bindegewebe wird ein wenig entzündlich infiltriert, sonst ist 
dabei wenig zu bemerken. Indem der K-Gehalt ganz dem Epithel- 
wachstum folgt, so daß die Präparate erheblich mehr geschwärzt aus- 
sehen, setzen sich jetzt auch Ä-Niederschläge in das Bindegewebe ab, 
so daß sich der charakteristische Unterschied, welcher im normalen 
Bilde existiert, verwischt. Die Ca-Präparate aler zeigen das Um- 
gekehrte: im Anfang wird stellenweise der Ca- Niederschlag spärlicher; 
erkennt man im Beginn noch eine Maschenstruktur auch im Nieder- 
schlag, so verfeinert sich jetzt das Netz so sehr, daß es als solches 





Abb. 14. Calciumrazefizierung im Bindegewebe. 


viel schwieriger erkannt werden kann und vielmehr auch hier der 
Eindruck eines staubförmigen Niederschlages geweckt wird. Das 
Epithel, das sich vorher im Ca-Bilde so scharf abhob, wird nun viel 
weniger deutlich erkennbar, da sich jetzt darin auch Ca-Nieder- 
schläge zeigen. In einem Wort, hier ist der Ausdruck am Platze, 
daß hier ein Entdifferenzierungsprozeß vonstatten geht (Abb. 14). 
Anfänglich waren mehrere Abbildungen geplant; Interessierenden 
stehen noch andere mikrophotographische Abdrücke zur Verfügung. 
b) Beim weiteren Fortschreiten des pathologischen Prozesses, 
Entwicklung von Papillom und Karzinom, treten auch die chemischen 
Veränderungen mehr hervor. Das atypische Epithel, in die Tiefe 
wuchernd, behält seine große Kaliumaffinität bei, aber jetzt zeigt 
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sich auch ein ausgesprochener Calciumgehalt. So wird der Unterschied 
zwischen beiden Keimblattderivaten noch mehr verwischt. In gut- 
gelungenen Präparaten läßt sich die Ca-Infiltration stellenweise ver- 





Abb. 15. Karzinom: Calciumeinlagerung im Epithel, Razefizierung 
im Bindegewebe. 





Abb. 16. Calciumeinlagerung im Epithel (starke Vergrößerung). 
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folgen. Abb. 15, 16 und 17 sind sehr hübsche Beispiele dafür. 
Diese sind in sich zu Karzinom entwickelnden Epithelen aufgenommen 





Abb. 17. Calciumeinlagerung im Epithel. Übersichtsbild. 


d 





Abb. 18. Calciumbild. Papillombildung bei der Ratte. 
Calcium im Epithel; a Kalzifizierung des Muskels. 
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worden; Abb. 15 und 17 geben das Übersichtsbild, wo noch Stellen 
Ca-freien Epithels erkennbar sind und die lokalen Kalzifizierungen hervor- 
treten; Abb. 16 ist ausnahmsweise bei stärkerer Vergrößerung gemacht 
worden und gibt ein eigenartiges Bild der Ca-Verteilung zwischen und in 
den Zellen. Man gewinnt den Eindruck, der übrigens mit der herrschenden 
Auffassung in Übereinstimmung steht, daß das Calcium vorwiegend 
im Kerne eingelagert wird. Wir wollen dem aber kein allzu großes 
Gewicht beilegen. Gerade umgekehrt nimmt die regelmäßige Ca- 
Verteilung in der Subkutis immer weiter ab. das Bindegewebe beteiligt 
sich ebenso am Tumorprozeß wie das Epithel*), ja das Ca wird so 





Abb. 19. Calciumbild. Papillombildung bei der Ratte. 


reduziert, daß die Stellen aussehen, wie früher das Epithel. In ent- 
wickeltem Karzinom ist ein gleichmäßiges Niederschlagsbild das Re- 
sultat, wobei fast nur die kalzifizierten Epithellamellen eine gewisse 
Struktur ahnen lassen. 

c) Komplikationen treten auf durch degenerative Vorgänge. Bei 
den immer stattfindenden Nekrosen im malignen Tumor kann sich 
sogar das Verhältnis ganz und gar umkehren; man sieht dann die 
kalzifizierten Epithelzellen und Perlen schwarz im nahezu ungefärbten 
Bindegewebe liegen, also noch weitere Grade von Entdifferenzierung. 


*) Eine Vorstellung, die übrigens schon von vielen (vermutungs- 
weise) geäußert wurde [Thiersch (49), Ribbert (50) u. a.]. Interessant ist 
dabei, daß sich bei Transplantation von experimentellem Teerkarzinom 
fast ausschließlich Sarkome entwickeln. 
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d) Eine gesonderte Besprechung verlangen noch die Verhältnisse 
bei der Papillombildung, die man synchron mit der Karzinom- 
entwicklung beobachtet. Der beschriebene Grundtypus läßt sich auch 
da beobachten, aber die chemischen Grenzen bleiben doch besser 
gewahrt. Das Epithel zeigt ebenfalls eine Calciumeinlagerung, und 
auch hier ist der K-Gehalt sehr markiert, aber das Bindegewebe 
bleibt doch reichhaltig mit Ca versehen, und die Implantationen der 
Epithelkolben sind noch sehr deutlich unterscheidbar. 





Abb. 20. Normale Kaliumverteilung. 


Abbildungen hierzu geben die Bilder 18 und 19, die auch zeigen, 
wie die Muskelschicht kalzifiziert wird. Die Präparate wurden von 
Ratten geliefert, Tiere, die übrigens für Teerpinseleffekte wenig zu- 
gänglich sind. 

Zusammenfassend ist also das Hauptergebnis unserer mikro- 
chemischen Untersuchungen, das ich nochmais schematisch in sieben ge- 
zeichneten Abbildungen, die ich der Künstlerhand des Herrn H.G. Icke 
verdanke, zusammenfasse, daß die Gewebsdifferenzierung, die im 
normalen Bilde scharf hervortritt, beim Entstehen des karzinomatösen 
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Erste Teereffekte; Zunahme des Kaliums. 
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Abb. 24. Kaliumbild; fertiges Tumorgewebe. 
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Prozesses verwaschen wird und sich immer mehr verliert, bis ein 
ganz einförmiges Gewebe entsteht, worin bei nekrotisierenden Vor- 
gängen die umgekehrten Verhältnisse entstehen können, indem in 
diesen Partien Calcium deponiert wird. 

Hier kann man also auch wirklich von ‚‚Entdifferenzierung‘“‘ 
sprechen. Nun kann man die Frage stellen: Wie verhalten sich die 
beschriebenen mikrochemischen Vorgänge zu den Prozessen und Auf- 
fassungen, die in den vorhergehenden Abschnitten vorgetragen wurden. 
und sind sie damit restlos zu vereinigen? Bis jetzt nur teilweise. 





Abb. 25. Calciumbild; fertiges Tumorgewebe. 


Zwei nebeneinander hergehende Prozesse müssen eine Erklärung 
finden: einerseits die Entkavkung des sich an der Wucherung be- 
teiligenden Bindegewebes, andererseits die Kalkeinlagerung im wuchern- 
den Epithel. Beide Prozesse zusammen äußern sich als chemische 
Entdifferenzierung. Es zeigt sich also hier, daß auch rein chemisch 
schon die Sache viel komplizierter ist, als sich voraussehen ließ, und 
daß die Aschebestimmungen, an Totalgeweben ausgeführt, noch un- 
zureichender sind, als schon aus anderen Gründen hervorging. 
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Suchen wir den ersten Vorgang, die Kalkarmut des Bindegewebes 
zu erklären, dann könnte man sich vorstellen, daß die auf Reiz der 
Teerprodukte, oder sekundär auf Reiz seitens des Epithels, ebenfalls 
mit Wucherung antwortenden Bindegewebszellen weniger Calcium 
aus dem Blut aufnehmen könnten, als nötig wäre. Dieses Unvermögen 
könnte teilweise auf der größeren Calciumfixierung im Blutplasma 
beruhen, die sicher die Folge einer erhöhten Alkaleszenz (Kapitel I) 
ist. Zum größten Teil aber müssen die wirksamen Faktoren doch 





Abb. 26. Calciumbild; degenerative Vorgänge und Kalzifizierung des Fpithels. 


in die Zellen verlegt werden. Wahrscheinlich ist dabei, daß bei der 
rapiden Zell- und vor allem Kernvermehrung, Stoffwechselprodukte 
entstehen (man denke z. B. an das Methylguanidin), die eine Cal- 
ciumbindung an das Substrat nachgewiesenerweise verhindern. 

Es ist nicht anzunehmen, daß das Caleiumion nicht eindringen 
könnte; dagegen sprechen die Ergebnisse, die mittels der Polarisations- 
methode bei Tumoren bindegewebiger Art (Sarkome, wuchernde 
Granulationsgewebe) erzielt wurden. 
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Vorausgesetzt, daß die Calciumeinlagerung im Epithel während 
der Wucherung wirklich Tatsache ist und nicht auf Demaskierung 
beruht, so wäre sie die Folge der gesteigerten Permeabilität (Ka- 
pitel II), die jetzt bei größerer Hydrophilie der Grenzschicht Ionen 
zulassen kann, deren Eintritt sonst bei der eigenartigen Beschaffen- 
heit der lipoiden Grenzmembran Niederschlagbildung verursachen 
mußte. Diese Ca”-Einwanderung wäre dann als Heilungsvorgang an- 
zusehen, der aber wiederum an der Calciumfixierung im Blut sein 
Ende findet. Schließlich könnte man erwarten, daß in diesem Epithel 
sich die Ionenquantitäten verhielten wie die im Blutplasma. Dem 
würden sich aber, selbst bei vollkommen gleichmäßig permeabler 
Membran, die von Donnan auf thermodynamischer Grundlage 
abgeleiteten Gleichgewichtskräfte widersetzen. Außerdem ist ein 
chemischer Beweis für diese Folgerung wohl nicht zu führen. 

Jedenfalls ist wohl anzunehmen, daß die wuchernde Epithel- 
zelle eine Calciumeinlagerung in so bedeutendem Umfange, daß die 
normale Permeabilität und Polarisierbarkeit wiederhergestellt wird, 
nicht erträgt und zugrunde geht, wobei dann später die Produkte 
der Desintegration (Kalkfanger) noch mehr Calcium zu binden ver- 
mögen. 

In der Hauptsache könnte man dann die mikrochemischen 
Bilder mit den Ergebnissen der vorigen Kapitel in Einklang bringen. 
Selbstverständlich bleibt manches vor der Hand hypothetisch und 
sogar unverständlich. 

Daß aber die physikalische Chemie und Elektrochemie beim 
Tumorproblem zur Erzielung erheblicher Fortschritte berufen ist, 
dafür hoffe ich in dem Mitgeteilten einige Beweise gegeben zu haben. 
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34) Overton, Studien über die Narkose. Jena 1901. — 35) Traube, Pflügers 
-Archiv 1904. — 36) Reinke, Zeitschr. f. Krebsforschung 18, 1913. — 37) Aska- 
razy, Wien. med. Wochenschr. 1909, S. 43—44. — 38) B. Fischer, Münch. 
med. Wochenschr. 1906, S. 42. — 39) Mayer, Schäffer, Terroine, Journ. 
de Physiol. et de Pathol. generale 16, 1914. — 40) Brinkman en van Dam, 
diese Zeitschr. 108. — 41) Waterman, La Secretion interne du Pancreas. 
Arch. Neerlandaises de Physiol. 4, 1920. — 42) Deelman, Zeitschr. f. Krebs- 
fotschung 18, 1922. — 43) Beyerinck, Über Mutation bei Mikroben. Folia 
Microbiologica 1912, S.5. — 44) H. J. Waterman, Proc. Kon. Akad. v. 
Wetenschappen 1912, 25 Meil. — 45) Maud Slye, Journ. of Cancer Research 
1915— 1922, 1—6. — 46) Macallum, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 52, 
1099, 1912. — 47) Hamburger, diese Zeitschr. 71, 1915. — 48) B. Kramer, 
Journ. of biol. Chem. 46, 47, 1921. — 49) Thiersch und 50) Ribbert u. a., 
bei Borst, Lehrbuch der Geschwülste. 


Zur Kenntnis des pflanzlichen Albumins „Leucosin“. 


Von 
Heinrieh Lüers und Max Landauer. 


(Mitteilung aus dem Universitätslaboratorium für angewandte Chemie und 
der Deutschen Forschungsanstalt für Lebensmittelchemie in München.) 


(Eingegangen am 5. August 1922. 


Das von Th. B. Osborne!) vorzugsweise aus Cerealien dargestellte 
pflanzliche Albumin „Leucosin‘“ ist hinsichtlich der Verteilung des 
Stickstoffs auf die einzelnen Gruppen von Spaltprodukten bisher 
noch nicht näher untersucht worden. Um diese Lücke auszufüllen, 
teils aber auch, weil die Kenntnis der näheren chemischen Zusammen- 
setzung des L.eucosins im Rahmen einer anderen Arbeit nötig war, 
führten wir an dem rein dargestellten Albumin nach dem Vorgang 
D. D van Slykes zwei Hydrolysen durch, deren Resultat im folgenden 
mitgeteilt sei. Nachdem verschiedenen Orts das Verfahren selbst 
ausführlich beschrieben ist?), können wir uns auf einen kurzen Auszug 
aus den Analvsenprotokollen beschränken. 

Darstellung des Leucosinse: Das Albumin wurde im wesentlichen 
nach dem Vorgang 7h. B. Osbornes (l.c.) dargestellt. Ein Unter- 
schied bestand insofern, als wir an Stello der Kochsalzlösung 
destilliertes Wasser verwendeten, da wir auf die Mitgewinnung des 
Globulins keinen Wert legten. 12kg feingemahlene Gerste wurde in 
etlichen Portionen mit 20 Liter Wasser unter Zusatz von Toluol 
extrahiert und die klarfiltrierten Auszüge mit Ammonsulfat gesättigt. 
Das ausgesalzene Albumin wurde nach dem Auswaschen mit Ammon- 
sulfatlösung auf Coliertüchern in Ostwaldschen Ultrafiltern oder auch 
in Schweinsblasen gegen Leitungswasser 5 Tage dialysiert. Vom aus- 
geschiedenen Globulin wieder abfiltriert und die Filtrate nochmals 
mit Ammonsulfat gesättigt. Der Niederschlag wurde wieder zuerst 
gegen Leitungswasser, hernach aber auch noch gegen destilliertes 


1) Vgl. Grießmayer, Die Proteine der Getreidesamen usw. 1897, S. 173. 
2) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsinethoden A, 2, 995; siehe 
auch H. Liers, diese Zeitschr. 96, 117, 1919. 
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Wasser dialysiert, bis die Leitfähigkeit der Albuminlösung 8,9. 10-3 
betrug. Die klar filtrierte Albuminlösung brachte man mittels eines 
Acetatpuffergemisches auf p,-= 4,57 und fällte durch etwa ein- 
stündige Koagulation bei 60°C das Leucosin heraus. Nach Aus- 
waschen mit Wasser von 50°, Alkohol und Äther besaß das im 
Vakuumexsikkator über Phosphorpentoxyd getrocknete Protein einen 
Stickstoffgehalt von 15,73°/,. 

Daß bei einer Temperatur von 60° nur das Leucosin gerinnt, 
konnten H. Lüers und Max Landauer!) auf dem Wege reaktions- 
kinetischer Studien über die Hitzegerinnung der Proteine eines 
Gerstenauszuges nachweisen. 

Ebenso konnten die genannten Autoren?) bei Du = 4,57 den 
isoelektrischen Punkt des Leucosins auf fünf voneinander un- 
abhängigen Wegen feststellen. 


 Hedrolrsen des Leucosins nach D. D. van Siyke. 





1. Hydrolyse 2. Hydrolyse 





| (etwa 3 g) (etwa 2,2 g) 

ae z o 3 | | In 
Volumen der Hvdrolvsenlösung . . . . .. .....200 cem | 200 ccm 
hierin Gesamt Ne, l 0 4422g | 0,3437g 
Ammoniak-N e, 0.04192g | 0.003199 g 
oder in By des Gesamt-N . . 2. 2.2 .2.22.2.0...0948 | 931 
Melanin: N.. e, 0.004520g 0,00404 g 
oder in Die des Gesamt-N . o aa 1,02 1,17 

Heronbusen. | 

Volumen der Lösung . . . 2... 2 2 2 20... 50 cem 50 ccm 
entsprechend Urlösung TE . . ; 150 cem : 150 cem 
Arginin-N in 50 cem = 150 cem rees ~. 0.036232g 0.02830 g 
davon ab 15°, des Cystins. . 2.2.2.2... — 0,0005lg — 0,00031 g 





00357228 0.027998 
oder Arginin-N in 200 ccm Hydrolysenlösung ` 0.047629g; 0.03733 g 


dazu Löslichkeitskorrektur `... + 0.0032g | + 0,0032g 
Arginin-N.. Bd ER ne Na E 0,05083 g : 0,0453 g 
oder in °;, des Gesamt... 11,49 11,79 
Cystin-N in 50 ecem = 150 cem U Honung 2.2... 00008 0,00177 g 
in 200 cem Hydrolysenlösung . .. ..... 0.0040 g ` 0,00236 8 
dazu Löslichkeitskorrektur . . . 2 2 22.2. + 0.002068 + - 0.0026 g 
Cystin-N nen IMG 0,00496 g 
oder in °;, des Gesamt- N. . . . . 1,49 1,44 
Total-N der Basen in 50 cem = 1 50 cem ` 

Urlösung .. nn. 0.07840 g 0,059851g 
oder in 200 ccm Hy droly sen lösung Ea e y 0.10453 g ' 0,07980 g 


1) H. Lüers und Max Landauer, Zeitschr. f. angew. Chem. 1922 (im Er- 
scheinen). 

D H. Lüers und M. Landauer, Zeitschr. f. Elektrochem. 1922 (im Er- 
scheinen). 
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1. Hydrolyse 2. Hydrolyse 
(etwa 3 g) (etwa 22 g) 
Amino-N der Basen in 50 cem = 150 ccm 
Urlösung . s 2.2 2 Con ne 0,04332 g 0,03327 g 
oder in 200 cem Hydrolysenlösung .. ... 0.05776 S  OOMA2pg 
Histidinberechnung. | 
Total-N — Amino-N = D in 50 = 150 ccm Ur- | 
eeng. A urn re We e ee e 0,03508 g 0,02658 g 
Histidin-N = 1,5. D — 1,125 Arg ...... 0,01244 g 0,00838 g 
in 200 ccm Hydrolysenlösung. `... ,  0,016587g 0,01114g 
dazu Löslichkeitskorrektur . . . 2.2.2.0. -+ 0,0038g | + 0,0038 g 
nn Fe a a a a a a 0,02038g | 0,01494g 
oder in °% des Gesamt-N. .. 2.2 22... . 46l ' 435 
Lysinberechnung. | | 
Total-N- [Arg-1Cystin+Hist.-N]in50 150cem ` ' 
Lë dE EE EE 00272388 0,02171g 
in 200 ccm Hydrolysenlösung `, . . ..... -0,036317 g 0,028% g 
dazu Löslichkeitskorrektur `, +0,0058 |+ 0,0005g 
Lysin-N 222. 2 Ss fer ee 0,036817 g 0,02944 g 
oder in °;, des Gesamt-N . . . . 2 2 22.0. 8,32 8,56 
Filtrat der Basen. 
Volumen . 2... 22220. ea. E 200 ccm : 200 cem 
entsprechend Urlösung . . . . 222.2... 150 cem ` ` 150 cum 
Total-N in 200 = 150 cem Urlösung .....  -0,21743g 0,1698 g 
in 200ccm Hydrolysenlösung . . . . .... -0,289907 g 0,2264 g 
davon ab Löslichkeitskorrektur . . ..... — 0,0101 g |— 0. vl0lg 
Total-N im Filtrat der Basen. ....... --0,2798078 | 0,2163g 
Amino-N in 200 = 150 ccm Urlösung . . . . .  0,020566g 0,15868 g 
in 200 cem Hydrolysenlösung . . . 2... =- 0,27421g 0.21158 g 
davon ab Löslichkeitskorrektur . . . . . . . .—00052g '— 0 00528 
Amino-N im Filtrat der Basen .. .  0,269014 0,20636 g 
oder in Div des Gesamt-N . . 2. 2... 2.2 .. 60,89 60,05 
Nichtamino-N im Filtrat der Basen | 
Total-N — Amino-N in 200 cem Hydrolysen- | 
sung... 22 0er 0,01079g  0,0099%4g 


Ä | 

Die Ergebnisse der beiden recht befriedigend übereinstimmenden 
Hydrolysen sind in folgender Tabelle übersichtlich zusammengestellt. 
Nachdem oftmals von einem Protein nur so geringe Mengen zur 
Verfügung stehen, daß eine oder gar zwei van Siyke-Hydrolysen un- 
möglich werden, führten wir mit 1,1 g Leucosin noch eine abgekürzte 
Hydrolyse aus. Hierbei verzichtet man auf die Differenzierung des 
Hexonbasenstickstoffs und ermittelt lediglich vier Gruppen des Ge- 
samtstickstoffs, nämlich Ammoniak-, Melanin-, Basen- und Monoamino- 
säuren-N. Hausmann!) hat sich bereits einer ähnlichen Methode 
bedient. _Wir zogen es vor, uns möglichst eng an die van Slyke- 


oder in Du des Gesamt-N . . . . ...... io 244 . 289 


1) Hausmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 95, 1899; 29, 136, 1900. 


Leueosin. 


Hydrolyse des Leucosins nach D. D. van Slyke. 





601 


Ammoniak-N . 0,041 92 9.48 0.031 99 9,31 
Melanin-N 0.004 52 1.02 0,004 04 1,17 
Cystin-N . 0,006 60 1,49 0,004 96 1,44 
Arginin-N 0,050 83 11,49 0.040 53 11,79 
Histidin-N 0.020 38 461 0.014 94 435 
Lysin-N : i 0.036 82 8,32 0.029 44 8,56 
Amino-N im Filtrat der Basen 0,269 01 60,83 0.206 36 60,05 
Nichtamino-NimFiltratder Basen | 0,010 79 2.44 0.009 94 2,89 

Summe . 0,440 87 99,68 0,342 2 99,56 
Durch direkte Bestimmung . 0,4422 | 0,343 7 


Methode anzulehnen, um den Anschluß an die ausführlichen Hydrolysen 
nach dieser Methode zu gewinnen. Lediglich das Volumen, in 
welchem die einzelnen Bestimmungen vorgenommen wurden, und 
damit die Löslichkeitskorrekturen mußten etwas verändert werden. 
Über Gang und Berechnung einer derartigen, abgekürzten Hydrolyse 
gibt folgendes Beispiel Aufschluß. 


l,1g Leucosin mit 20proz. Salzsäure hydrolysiert und nach Ver- 
dampfung im Vakuum auf 100 ccm GEN 


Gesamt-N in 100 cem . . 0,1678 g 
Weiterverarbeitet 50 ccm. 
Ammoniak-N: 
in 50 ccm. . . . 0,00790 g 
in 100 ccm Hydrolysenlösung . . 0,01580 g 
oder in Prozenten des Gesamt-N . . 9,42 
Melanin-N: 
in 100 cem Hydrolysenlösung. . . . 0,001709 g 
oder in Prozenten des Gesamt-N . 1,02 
@Gesamt-Hexonbasen-N: 
in 50 ccm. . . . 0,01932 g 
in 100 ccm Hy droly senlösung. 0,03864 g 


dazu Löslichkeitskorrektur für 100 cem m Volumen + 0,00505 g 


— 0,04369 g 
oder in Prozenten des Gesamt-N . 26,04 
Gesamt-N im Filtrat der Basen: 
in 50 eem, . . . 0,05520 g 
in 100 ccm Hydrolysenlösung . . 0,1104 g 


davon ab Löslichkeitskorrektur für 100 cem Vol. — 0,00505 g 


= 0,10535 g 
62,78 
In folgender Tabelle ist das Resultat dieser abgekürzten Hydrolyse 
im Vergleich mit den Werten der ausführlichen Hydrolyse zusammen- 
gestellt. | 


oder in Prozenten des Gesamt-N . 
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Hydrolysen des Leucosins. 





| beet , van Siyke,Hydrolysen 

Hydrolyse , L i l IL 

0 i Die | a 

Ammoniak Ne, 9,42 : 9,48 | 9,31 
Melanin-N ...... 2.2.20. 102 1,02 1.17 
Hexonbasen-N . ....... 26 04 d 25.91 | 26.16 
Monoamino-N e, NEE 62,73 u 63,27 ` o 62,9 
926, 99,68 ; 9958 


Die sehr befriedigende Übereinstimmung in den Ergebnissen der 
beiden Arten von Hydrolysen geht deutlich aus dieser Gegenüber- 
stellung hervor. Es verdient besonders bemerkt zu werden, daß die 
abgekürzte Hydrolyse bereits mit Proteinmengen von 0,5g und 
darunter uns bestens gelang. 


Zusammenfassung. 


Das pflanzliche Albumin-Leucosin wurde nach dem Vorgang 
Th. B. Osbornes aus Gerste rein dargestellt und nach dem Verfahren 
D. D. van Slykes auf die Verteilung des Stickstoffs untersucht. 
Neben der ausführlichen Hydrolyse wurde für geringe zur Verfügung 
stehendo Mengen von Proteinen ein abgekürztes Hydrolysenverfahren 
durchgeführt, dessen Ergebnisse sich in befriedigender Überein- 
stimmung an die der normalen Hydrolysen anschließen. 


Berichtigung 
zur Arbeit ‚Über die Identität von Hordein und Bynin‘. 


Von 
Heinrich Lüers. 


(Eingegangen am 5. Augusi 1922.) 


Im Band 96, Seite 117 dieser Zeitschrift veröffentlichte der 
Verf. eine Arbeit über obiges Thema, in welcher, wie sich jetzt 
bei weiteren Eiweißhydrolysen herausstellte, dadurch ein Rechenfehler 
enthalten ist, daß ohne Nachprüfung aus Abderhaldens Handbuch 
der biochem. Arbeitsmethoden Band V,a, S. 1023 eine Unrichtigkeit 
übernommen wurde. Es muß bei der Berechnung des Histidins heißen: 

Histidin-N = ’/ (D — 3/, Arg) 
oder 1,5 . D — 1,125 . Arg anstatt 1,667. D usw. 

Nach Richtigstellung dieses und eines weiteren kleinen Rechenfehlers 
verschiebt sich naturgemäß die Verteilung des Stickstoffs insbesondere 
für Histidin und Lysin, aber auch für die Stickstoffgruppen im Filtrat 
der Hexonbasen infolge der Löslichkeitskorrektur für Lysin, das bis- 
her fehlte, nunmehr aber in geringer Menge vorhanden ist, etwas. 
Die Berechnung ergab eigentlich ein Fehlen des Histidins, nachdem 
es aber von anderer Seite auf direktem Wege nachgewiesen worden 
war, wurde die Löslichkeitskorrektur in Anschlag gebracht. Die defi- 
nitiven Resultate sind in folgenden Tabellen zusammengestellt: 





Bynin Hordein 
ei" 8_.|.% 
` | 
Ammoniakstickstoff . 0.0867 | 23.55 0.0707 12300 
Melaninstickstoff 0.00615 167 0.00522 — 1.70 
Cystinstickstoff . 0.00599 1.63, 000485 ` 158 
Argininstickstoff . ..0.01926 523 0.016 5 ;: 5.00 
Hietidinstickstoff 0.020380 1.03 © 0.0038 0.93 
Lysinstickstoff nn... 0006039 0.00075 | 0.18 
Aminostickstoff im Filtrat der Basen . 0.185784 51.00 0.1656 53.85 
Nichtaminostickstoff im Filtrat der Basen 0.05551 15.07 : 0.0384 12.49 


Summe 


direkt gefunden 


Biochemische Zeitschrift Band 133. 


0.3682 


. 0.36671 | 99,57 


| — 


0.30557 


0.3075 
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| 98.73 
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Unter Zugrundelegung eines Stickstoffgehaltes im Bynin von 
16,26°/, und im Hordein von 17,21 °/, berechneten sich für den Prozent- 
gehalt der beiden Proteine an Hexonbasen folgende Werte: 


| 10 g Bynin enthalten 100g Hordein enthalten 


l 


| g | g 

l | 
Cystin `, 2.48 | 2,33 
Arginin ’ de a ke | 2.89 Ä 2,67 
Histidin . 0,62 | 0.59 
Lysin | 0.33 0.16 


An den seinerzeit gezogenen Schlußfolgerungen wird durch diese 
Richtigstellung der Resultate nichts geändert. 


Über ein Schnellverfahren zur genauen Bestimmung kleiner 
Harnsäuremengen im Urin und Blutserum. 


Von 
Heinrich Chantraine. 


(Aus der medizinischen Klinik Lindenburg der Universität Köln.) 


(Eingegangen am 6. August 1922. 


In einer größeren Untersuchungsreihe sollten in stündlichen 
Urinmengen neben der Harnsäure eine möglichst große Anzahl 
anderer ausgeschiedener Stoffe ihrer Menge nach bestimmt werden. 
Da ich kein Verfahren auffand, das mit hinreichend kleinen Mengen 
auskommt und bei genügender Genauigkeit so wenig umständlich ist, 
daß ohne übermäßigen Arbeitsaufwand größere Untersuchungsreihen 
zu bewältigen sind, versuchte ich ein Verfahren auszuarbeiten, das 
diesen Ansprüchen genügte. Nachdem ich mein Verfahren in einer 
schr großen Zahl von Bestimmungen bewährt gefunden habe, will 
ich es kurz beschreiben, 

Meine Absicht war, die Harnsäure rein darzustellen, durch 
KMnO, in Überschuß zu oxydieren und den Überschuß an K MnO, 
jodometrisch zu bestimmen, 

Geht man von einer reinen U-Lösung aus, so findet man, daß 
sich ihr U-Gehalt unter Zugrundelegung von Leem n/100 K Mn O, 
= 0,75 mg U genau bestimmen läßt. Es waren z. B. 67,3 mg U in 
100 ccm Wasser unter Zufügung von etwas Alkali aufgelöst worden 
(sofort bestimmen, da die Lösung sich nicht hält!). 

lccm der Lösung ergab: 


l 


| Verbrauch an n/100 KMnO; | mg U in 100 cem 
al j 

Lo, 0.90 67.5 

2: 0.59 66.7 

3. 089 | 66,7 

4. 0.91 | 68.3 

5. 0.90 07.5 
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Versuche mit größeren und kleineren Mengen U, mit größerem 
und kleinerem ÜberschuB an KMnO, ergaben immer überein- 
stimmende Ergebnisse. Es muß nur sofort nach Zusatz von K Mn 0, 
titriert werden. 

Die U sollte als UNH, durch Sättigen mit NH,CI gefällt 
werden. Bei Benutzung von Papierfiltern, zumal unter Anwendung 
einer Saugpumpe, ging immer Niederschlag durch das Filter. Ein 
Versuch mit einem Allihnschen Röhrchen ergab bei richtiger Asbest- 
füllung, daß alle U zurückgehalten wurde. Der Niederschlag muß 
nun COU Trei gewaschen werden. Dazu ist bei dem dicken Asbestfilter 
viel Spülflüssigkeit — 10 proz. Ammonsulfatlösung — erforderlich. In 
10ccm dieser Lösung sind aber 0,3 mg U löslich. Der Wert ist zu 
groß, als daß er in Rechnung gesetzt werden könnte; außerdem ist. 
zu befürchten, daß je nach der Ausgiebigkeit der Berührung zwischen 
Niederschlag und Spülflüssigkeit verschieden große Mengen unter 
0,3 mg aufgelöst werden. Die Erfahrung bestätigt diese Annahme. 
Es zeigt sich aber, daß bei sehr schnellem Durchsaugen unter Ver- 
wendung von 10 eem Spülflüssigkeit immer nur 0,045 mg U, bei 
20 cem Spülflüssigkeit 0,105 mg U, bei 5ccm Spülflüssigkeit scheinbar 
kein U verloren geht; es wird offenbar der Verlust an U in diesem 
Falle durch nicht ausgewaschene Reste an Cl’ ausgeglichen. 

Z. B. 2ccm der Lösung von 67,3 mg U in 100 ccm wurden mit 
0,60 NH,Cl versetzt und durch das Allihnsche Röhrchen filtriert. Der 
Niederschlag wurde mit 5 ccm Ammonsulfat Cl-frei gespült und in kochen- 
der, verdünnter H,SO, gelöst. Nach Zufügung von KMnO, im Über- 
schuß wurdo der Überschuß jodometrisch bestimmt. Es wurde erhalten: 





Se = om 
| Verbrauch an n/100 K MnO; 





mg U in 100 ccm 


| 





l. 1.80 67,5 
Doa 1,7 | 66,7 
2 ` 1,79 | 67,1 
d ` 1,78 66,7 
D 1,81 | 68,0 


Es wäre also jetzt noch nachzuweisen, daß bei der Fällung der 
U mit NH,Cl im Urin keine anderen O oder J verbrauchenden 
Stoffe mit in den Niederschlag gehen. Es war also der Vergleich 
mit einem anderen als einwandfrei bekannten Verfahren notwendig. 

Dazu wurde das Ärüaer-Schmidische Verfahren ins Mikro über- 
setzt. Der nach Vorschrift erzeugte Kupferniederschlag wird auf 
einer besonderen Nutsche auf ganz kleinen Filterchen aufgefangen, 
mit H,S zersetzt, das CuS abfiltriert und im Filtrat die U mit 
NE, und Al, OC gefällt und wie oben angegeben bestimmt. Der 
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U-Kupfer-Niederschlag geht manchmal zu einem kleinen Teil trüb durch 
das Filter. Erwärmen im Wasserbad und nochmaliges Filtrieren läßt 
das Filtrat dann klar werden. Oder man setzt von vornherein einen 
Tropfen einer 30fachen Verdünnung von Blutserum zu, wodurch ein 
dichter Niederschlag erzielt wird. 


Die obige U-Lösung mit 67,3 mg U in 100 ccm ergab bei Verwendung 
von 2ccem und doppelter Fällung: 


© Verbrauch an n/100 K MnO; 


mg U in 100 ccm 








ccm 
l. 1,80 | 67.5 
2. 178 66.7 
3. 1.78 | 66.7 
4. 1.79 | 67.1 
5. 179 | 671 


Man findet also bei diesem Verfahren alle Harnsäure wieder. 
Bei einer Prüfung der einfachen Fällung mit NH. Om verschiedenen 
Harnproben mittels der Doppelfällung wurde gefunden: 


| MN i ' H 
| Mit Doppelfällung mg U | Mit Einfachfallung mg U 








l. 67,5; 68,3 68.3; 68,6 
2, 75,7; 765 75.7; 76,8 
3. 61,9; 62,3 | 62,3; 62,6 
4. 48,7; 49.5 | 49,1; 49,5 
5. 93,0; 93,4 03,0; 92,7 
6. 42,3; 43,5 | 43,1; 43,1 


In über 60 Harnproben wurde die Doppelfällung mit der ein- 
fachen Fällung bei Harn von Gesunden und Kranken verglichen. 
Außer bei stark urobilinogenhaltigen und bei gallenfarbstoffhaltigen 
Urinen wurden keine wesentlichen Unterschiede gefunden. 


2. B. gallenfarbstoffhaltige Harne: 





Doppelfällung mg U ! Einfachfallung mg U 
S E e a e u 
l. 36.6; 37.5 50.6; 51,7 
2. 23.6; 244 32.2; 31,5 
3. | bü: 9,3 19,5; 18,7 


Stark urobilinogenhaltige Harne: 
Doppelfällung mg U | Einfachfallung mg Ü 


26.6; 26,2 | 30.0; 29,2 
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Mittels der Doppelfällung läßt sich auch der U-Gehalt des Blut- 
serums sehr gut bostimmen. Man fällt im Serum die U durch 
Sättigeen mit Ammonchlorid aus, filtriert durch ein Alliknsches 
Röhrchen von etwa 2!/, cm lichter Weite, spült 10 ccm 10 proz. Ammon- 
sulfatlösung nach, löst den Niederschlag in etwa 15cem kochender 
n-HCl auf, verdampft auf dem Wasserbade in einem Uhrschälchen 
zur Trockne. löst den Rückstand in 5 cem destillierten Wassers und 
unterwirft die Lösung der Doppelfällung. 

Aus 30 cem und 50 ccm Pferleserum konnte keine U gewonnen 
werden. Zu 10) eem Pferdeserum wurden 2,7 mg U zugesetzt. Es 
wurde wiedergefunden nach Hinzur chnung der durch die bei der 
Fällung im Serum zum Spülen verwendeten 10ccm Ammonsulfat 
aufgelösten 0,045 U: 

1. 2,7. mg 


ER 


2.62, U; i 
2,78 „ U in 100 cem Serum. 

Diese E it lißt sich beim Massenbetrieb natürlich nicht 
immer erreichen. Bci Doppelbestimmungen kommen da Unterschiede 
von 0,04cem K Mn 0,-Verbriuch = 0,03 mg U häufiger vor. Nimmt 
man das Mittel von einer Doppelb.stimmung, so wäre die Fehler- 
größe = 0,0lömg U. Mengen, die 2mg U (oder 3cem K Mn 0, 
wesentlich überschreiten, lassen sich nicht mehr genau b stimmen; 
denn in der ang'g:b’nen Mong» verlünıter H, S O, kann man mit 
völliger Sicherheit nicht mehr auflösen. Bei größeren Mengen 
HS9, nimmt die Titrationsgnauigkeit entsprechend ab. 


w 


Erfordernisse: 


l. Dickwandige Röhrchen zu 21 und zu 8ccm Fassungsver- 
mögen mit durchaus dicht verschließenden Korken 

2. Probierröhrehen, etwa 8cm Jump: etwa 10 cem fassend, an 
die man sich einen Ausguß angebogen hat. 

3. Eine große Nutsch :, bestehend aus einem oben geschlossenen 
Trichter von etwa 5em D ır:hnessr, dessen ob:re Fläch» in einem 
Rechteck, etwas kleiner als 3!/,:2cm, mit vislen kleinen Löchern 
durchbohrt ist; 

eine kleine Nutsche, bestehend aus einem oben geschlossenen 
Trichter von etwa 3cm Durchmesser, dessen ob ve Flicho in einem 
Viereck, etwas kleiner als 2:2 cm, mit vielen kleinen Löchern durch- 
bohrt ist. 

4. Filterchen, 31/,:2cm groß, aus extra hartem Filtrierpapier 
(Schleicher und Schüll), Filterchen, 2:2cm groß, aus weichem 
Filtrierpapier. 
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5. Uhrglasschalen von etwa 8cm Durchmesser mit Ausguß. 

6. Eine Flasche mit doppeltem Hals, etwa 1 Liter fassend. In 
dem einen Hals ein einfach durchbohrter Gummistopfen mit einem 
Dreiweghahn. In dem anderen Hals ein doppelt durchbohrter 
Gummistopfen. In der einen Bohrung ein rechtwinklig gebogenes 
Glasrohr, Jas mit dem Dreiweghahn durch ein Stück Druckschlauch 
verbunden ist. In der anderen Bohrung ein Allihnsches Röhrchen, 
dessen oberer weiter Teil etwa 3cm lang ist und eine lichte Weite 
von etwa 7mm aufweist. Über das untere Ende des Allihnschen 
Röhrchens wird ein Gummischlauch von etwa 7cm Längo gestülpt, 
um das Filtrat ja sicher ablaufen zu lassen. 

7. Langfaseriger bester Asbest; kurzfascriger Asbest, den man 
sich durch Zerreiben von langfaserigem auf einer Reibe herstellen 
kann. Der Asbest muß vor Gebrauch durch Kcchen mit Salpeter- 
säure und Kalilauge gereinigt worden sein. Man stopft das Allihn- 
sche Röhrchen, indem man zuerst einen Glaswollpfropf hineingibt, 
darüber etwa 3mm hcch von dem kurzfaserigen Asbest auffüllt, gut 
andrückt und darauf mäßig lose etwa 7mm hcch von dem grob- 
faserigen Asbest bringt. Wäre der feinfaserige Asbest oben, so 
würden beim scharfen Ansaugen sofort die Poren durch den Nieder- 
schlag verstopft. So fängt der grobfaserige Asbest den größten Teil 
des Ammonurates auf. lOcem Wasser müssen durch ein richtig 
gefülltes Filter in etwa 20 bis 30 Sek. durchlaufen. Ein gestopftes 
Röhrchen kann 6-, höchstens 8mal benutzt werden. 

8. Kleine Erlenmeyerkolben zu 50 bis 60cen Inhalt mit ganz 
weitem Halse, in den der doppelt durchbohrte Gummistopfen aus 
6. hineinpaßt. 

9. „Köpfe“ für die dickwandigen Röhrchen (1), um deren Inhalt 
bequem in das Allihnsche Röhrchen überführen zu können. Man 
durchbohrt einen Gummistopfen, der gut auf die Röhrchen paßt, in 
der Mitte, steckt ein 2!/,cm langes, an einem Ende zu einer Spitze 
ausgezogenes Glasröhrchen hindurch und schiebt über das zur Spitze 
ausgezogene Ende ein etwa 7mm langes Stück Gummischlauch. 
Der Gummischlauch muß dann dicht in die Lichtung des Allihn schen 
Röhrchens passen. An der Seite des Gummistopfens brennt man 
mit einem glühenden Draht eine seichte Rinne, die Luft einläßt, 
wenn der Inhalt des Gläschens durch das Glasröhrchen gesaugt wird. 
Die Rinne muß seicht sein, damit erst beim Ansaugen der Inhalt 
des umgedrehten mit dem Kopf verschlossenen Röhrchens, nicht 
aber schon beim Umdrehen ausfließt. Einen ganz gleichen ‚Kopf‘ 
stellt man sich aus einem Korken her. 

10. Einen dritten solchen ‚Kopf‘ verfertigt man sich aus einem 
Korken, der auf ein Reagenzglas von 15 bis 20 ccm Inhalt paßt. 
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Für das vereinfachte Verfahren braucht man bloß 1. und 
6. bis 10. 


Lösungen. 
l. Cu S0; 1000 
2. Saure Sulfitlauge (fertige Handelsware!). 
3. 60 cem Eisessig, 60 g Na-acetat auf 200 Wasser aufgefüllt. 
4. 10g Na, SO, Deem 10 proz. HCl auf 200 aufgefüllt. 
5. n-Salzsäure. 
6. 100g Ammonsulfatlösung, 50 ccm Ammoniak auf ] Liter auf- 
gefüllt, . 
7. 20%, Ha SO, 
8. n/100 Kaliumpermanganatlösung, jedesmal frisch aus n/10 K Mn O, 
hergestellt. 
9. 10°), K J-Lösung. 
10. Frisch bereitete Stärkelüsung. 
Für das vereinfachte Verfahren in urobilinarmen und gallenfarb- 
stofffreien Harnen sind bloß Nr. 6 bis 10 erforderlich. 


Ausführung. 


I. In ein Reagenzglas (siehe 2) bringt man 2 bis 5ccm Urin, 
je nach Dichte des Urins, setzt Leem Kupfersulfatlösung, 1 ccm saure 
Sulfitlauge, l ccm Na-acetat-Eisessiglösung und einen Tropfen der 
Serumverdünnung hinzu. Man erhitzt 20 bis 30 Minuten im Wasser- 
bad und filtriert heiß durch ein hartes Filterchen auf der großen 
Nutsche. Man gießt durch den Ausguß langsam auf, wobei das 
Filterchen ganz von der Flüssigkeit bedeckt sein darf. Bei einigem 
Geschick läuft nichts von dem Filterchen herunter. Man darf nicht 
zu scharf saugen, sonst können Verluste entstehen. Man kann mit 
dem Ohr das Maß des Saugens beurteilen. Man dreht den Hahn 
der Wasserstrahlpumpe auf, bis das zuerst entstehende weiche Ge- 
räusch eben etwas schärfer wird, und dreht dann den Hahn etwas 
zurück. Solange man seiner Sache noch nicht sicher ist, fängt man 
das Filtrat auf und überzeugt sich, ob es strahlend klar ist, und saugt 
es gegebenenfalls nach kurzem Erhitzen im Wasserbad noch einmal 
durch. Man spült das Reagenzröhrchen dreimal mit zusammen etwa 
l0 ccm verdünnter Kupfersulfatlösung (etwa l proz.) rein und saugt 
auch das Spülwasser durch das Filterchen. Man saugt das Filterchen 
scharf ab, faltet es der Breite nach zweimal und gibt es in das 
Reagenzelas zurück. Man fügt genau 3ccm der Na-Sulfat-Salzsäure- 
lösung hinzu, erhitzt im Wasserbad zum Kochen, leitet sofort 1'/, bis 
2 Minuten lang H,S durch ein Haarröhrchen unter Umrühren mit 
dem Haarröhrchen hinein: erhitzt wieder im Wasserbad und filtriert. 
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mit schwacher Kraft (durch weiche Filterchen) auf der kleinen 
Nutsche in ein diekwandiges Röhrchen (1). Man holt dann mit 
einem ganz dünnen Draht, der an einem Ende ein ganz kurzes Häkchen 
hat, das große Filterchen aus dem Reagenzglas heraus, legt es auf 
das kleine Filterchen, spült zweimal mit genau Leem kochendem 
destillierten Wasser das Reagenzröhrchen aus und saugt auch das 
Spülwasser durch das große und das kleine Filterchen hindurch in 
das Röhrchen. Am Schluß saugt man kräftig die beiden Filter ab. 
Zu den 5ccm Filtrat setzt man jetzt zwei Tropfen starke Ammoniak- 
lösung hinein und sättigt es durch Auflösen von 1,5 g NH,CI, ver- 
schließt mit einem dichtsitzenden Korken und läßt unter mehrmaligem 
Umschütteln 24 Stunden in der Wärme stehen. 

II. Man schließt die Flasche mit dem Alliknschen Röhrchen an 
die mit voller Kraft laufende Wasserstrahlpumpe an, spült 10 ccm 
Wasser hindurch und saugt einige Tropfen Ammonsulfatlösung nach. 
Dann setzt man den Gummikopf auf das Röhrchen, in dem die 
Fällung vorgenommen wurde, dreht es um, setzt es in das Allihnsche 
Röhrchen und saugt es leer. Man spült es viermal mit der Ammon- 
sulfatlösung mit im ganzen ccm — am besten aus einer Bürette 
abzumessen — rein und saugt auch das Spülwasser durch das 
Alliknsche Röhrchen. Man nimmt den doppelt durchbohrten Stopfen 
von der Flasche, entfernt den Schlauch vom Allihnschen Röhrchen, 
setzt den Stopfen auf einen kleinen Erlenmeyerkolben (8) und hängt 
diesen in ein dickwandiges Becherglas. 

In das Reagenzglas mit dem Kopf (10) bringt man etwa 2 ccm 
der 20 proz. H,SO,, füllt bis oben mit kochendem destillierten 
Wasser, füllt einmal das dickwandige Röhrchen mit der Flüssigkeit, 
setzt den „Korkkopf‘“ darauf und saugt es durch das Allihnsche 
Röhrchen leer. Den Rest der Schwefelsäurelösung saugt man zuerst 
mit geringer Kraft durch das Asbestfilter und saugt am Schluß mit 
voller Kraft nach (Vorsicht, daß das Filtrat im luftverdünnten 
Raum nicht siedet!). Man kühlt unter der Wasserleitung ab, fügt 
n/100 K Mn O, im Überschuß hinzu (genau 1 oder 2 oder 3 ccm), 
fügt 2 Tropfen Jodkali, 1 Tropfen Stärkelösung hinzu und titriert 
auf farblos. Nach dem Titrieren wartet man 5 Minuten und titriert 
bei etwa wieder eingetretener Blaufärbung nochmals auf farblos. Der 
Unterschied der verbrauchten Menge Thiosulfat und der zugesetzten 
Menge K MnO, in ccm x 0,75 gibt die vorhandene Menge U in mg an. 

Bei Urin, der frei von Gallenfarbstoffen und arm an Urobilinogen 
ist, kommt man mit der Fällung als Ammonurat aus. Man löst in 
2ccm filtriertem Urin 0,6 NH,Cl auf, verschließt dicht mit einem 
Pfropfen, läßt unter nochmaligem Umschütteln 24 Stunden in der 
Wärme stehen und verfährt weiter wie unter II angegeben. 
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Bei Untersuchung von Blutserum auf U, fügt man zu 5 oder 
l0 ccm Serum 1,5 bzw. 3g NH,Cl hinzu, verschließt dicht mit 
cinem Stopfen, läßt in der Wärme unter mehrmaligem Umschütteln 
24 Stunden stehen; filtriert durch ein Allihnsches Röhrchen von 
etwa 2!/;cm lichter Weite, spült viermal mit im ganzen 10 ccm 
Ammonsulfat das Röhrchen rein und saugt auch die Spülflüssigkeit 
durch das Allihnsche Röhrchen. Man setzt den doppelt durchlochten 
Stopfen (7) auf ein kleines Erlenmeyerkölbchen und löst dann den 
Amonuratniederschlag in 15 ccm kochender n-HCl-Lösung auf, indem 
man diese zuerst in das Röhrchen, worin die Fällung vorgenommen 
wurde, gibt und dann durch das Asbestfilter saugt. Das Filtrat 
dampft man auf dem Wasserbade in einem Uhrglasschälchen zur 
Trockne, löst den Rückstand in beem Wasser und unterwirft die 
Lösung der Doppelfällung als Kupfer- und Ammoniaksalz. Für den 
Verlust an U während des Spülens mit den 10 eem Ammonsulfat bei 
der ersten NH,CI-Fällung im Serum zählt man zum Endergebnis 
0,045 mg U hinzu. 


> 


Untersuchungen über Harnsäureausscheidung 
und Harnsäurezerstörung im menschlichen Körper. 


Von 
Heinrich Chantraine. 


(Aus der medizinischen Klinik Lindenburg der Universität Köln.) 
(Eingegangen am 6. August 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im "Text, 


In einer größeren Untersvshungsreihe war der Verlauf der Harn- 
säureausscheidung unter der verschiedensten Untersuchungsbedingungen 
verfolgt worden, in der Hoffnung, vielleicht einiges über die Harn- 
säurebildung zu sifahren. Hierbei war vorerst einmal versuchsweise 
angenuwmiuen worden, daß die Harnsäureausscheidung trotz der großen 
Neigung des menschlichen Körpers, Harnsäure zurückzubehalten, 
irgendwie, wenn auch natürlich nicht zahlenmäßig getreu, Besonder- 
heiten der Harnsäurebildung widerspiegelt. Da der Versuch, unter 
dieser Annahme die Untersuchungsergebnisse zu deuten, zu gewaltsam 
und künstlich anmutenden Aufstellungen führte, wurde eine genaue 
Prüfung der Frage vorgenommen, wieweit man denn überhaupt aus 
dem Verlauf der Harnsäureausscheidung auf die Bildung der Harn- 
säure Schlüsse ziehen könne. Über das Ergebnis dieser Untersuchung 
soll hier kurz berichtet werden. 

Nach den heutigen Anschauungen ist die Harnsäure (U) als 
U-Natron und in organisch gebundener Form im Blute enthalten. 
Über die Art der organischen Bindung ist wenig bekannt. Es soll 
nun einmal angenommen werden, die ausgeschiedene U stamme in 
erster Linie aus dem UNa. Man könnte dann durch Einbringen 
kleiner Mengen von UNa in die Blutbahn die Verhältnisse einer zeit- 
weise vermehrten U-Bildung in erster Annäherung nachahmen. 

Wenn nun Schwankungen der U-Ausscheidung nur von Schwan- 
kungen der U-Bildung abhingen, so müßte von einer ins Blut ge- 
brachten Zulage von UNa, wenn sio zu einer Zeit gegeben wurde, 
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wo eine größere U-Ausscheidung stattfindet, weniger in den Harn 
übergehen, als wenn die Zulage zu einer Zeit gegeben wird, wo eine 
kleinere U-Menge ausgeschieden wird; denn die Wirkung eines Reiz- 
zuwachses — in hinreichender Entfernung von der Reizschwelle — 
nimmt ab mit zunehmender Größe des Reizes, zu dem der Reiz- 
zuwachs erfolgt. Diese Verminderung der Wirkung des Reizzuwachses 
muß sich besonders deutlich in der Nähe der überhaupt erreichbaren 
Leistungsfähigkeit bemerkbar machen. 


Bei Menschen mit hohem Wert für die endogene U ist die unter 
durchschnittlichen Verhältnissen vorkommende Höchstleistung in der 
U-Ausscheidung nur wenig von der überhaupt erzielbaren Höchst- 
leistung entfernt. Bei mir z. B. ist die höchste überhaupt erzielbare 
Höchstleistung 57 bis 58 mg in der Stunde (übereinstimmend nach 
Atophan, nach großen U-Gaben, nach mittleren U-Gaben vor dem 
Mittagessen), während nach einer reichlichen Mahlzeit Werte von 
50 bis 52 mg nicht selten vorkommen. 


Wenn die Schwankungen der U-Ausscheidung von Ausscheidungs- 
reizen herrührten, so müßte von einer U-Zulage, wenn sie zu Zeiten 
geringerer U-Ausscheidungen gegeben wurde, weniger im Harn wieder- 
erscheinen, als wenn sie zu Zeiten einer größeren U-Ausscheidung 
gegeben würde: denn einen Reiz auf dieNiere, so und soviel Milligramm 
eines bestimmten Stoffes abzusondern, kann man sich nicht gut vor- 
stellen; man wird vielmehr annehmen dürfen, daß die abgesonderte 
Menge außer mit der Reizgröße auch mit der Menge des zur Ver- 
fügung stehenden absonderungsfähigen Stoffes wächst — natürlich 
unter der Voraussetzung, daß man hinreichend weit unterhalb der 
überhaupt erzielbaren Höchstleistung bleibt. Auch wenn die Schwan- 
kungen der U-Ausscheidung von Absonderungsreizen abhinge, würde 
eine vermehrte U-Bildung zu einer vermehrten U-Ausscheidung führen, 
wenn die vermehrte U-Bildung zu Zeiten eines Absonderungsreizes 
stattfindet. Es würde aber keinen Unterschied in der Verlaufsform 
der U-Ausscheidung bedingen, wenn die vermehrte U-Bildung vor 
oder während der Zeit des Ausscheidungsreizes stattfände; höchstens, 
daß in letzterem Falle vielleicht der Wellenberg etwas länger und 
flacher wäre. Aber gegen einen schwächeren und längeren Aus- 
scheidungsreiz wäre kein Unterscheidungsmerkmal gegeben. 

In einem Grenzfalle könnte trotz einer Abhängigkeit der U-Aus- 
scheidung von Ausscheidungsreizen die U-Ausscheidung ein getreues 
Bild der U-Bildung wiedergeben, wenn iedesmal mit der U-Bildung 
ein entsprechender Ausscheidungsreiz gesetzt würde. Es könnte ja 
sein, daß irgend eine Vorstufe der U, oder einer der Stoffe, die beim 
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Zerfall der Nukleoproteide entstehen, einen solchen Reiz für die Niere 
darstellten. Xanthin und Hypoxanthin jedoch zeigten in Mengen 
von etwa 100 mg vom Magendarm aus aufgenommen in fünf Stunden 
eine Mehrausscheidung von etwa 20mg ohne jede Wellenbergbildung. 
Die Zwischen- und Endstufen aus dem Zerfall der Nukleoproteide 
auf eine etwaige Reizwirkung auf die Niere zu untersuchen, verspricht 
nach den heutigen Kenntnissen keinen der Arbeit entsprechenden 
Ertrag, da keinerlei Anzeichen, die auf ein derartiges Verhalten hin- 
weisen, bekannt sind, manche Tatsachen, von denen nachher eine 
gewichtige besprochen werden soll, sich schlecht mit einer derartigen 
Annahme vertragen. 


Alle Versuche sind Selbstversuche. Alter: 30 Jahre; Größe: 178 cm; 
Gewicht: 77 kg; Temperatur unter 37°; alle inneren Organe o. B. 

Während der Versuchsmonate wurde möglichst purinfrei gelebt: 
kein Fleisch, keine Hülsenfrüchte. Die Nahrungsmenge, die Flüssigkeits- 
zufuhr, die ganze Lebensweise wurde möglichst gleichmäßig gestaltet. 
Die täglich ausgeschiedene N-Menge schwankte meist zwischen 9 und 10 g; 
die Kalorienzufuhr war ausreichend, es wurde sogar eine kleine Gewichts- 
zunahme von 2kg in sechs Monaten erzielt. Bei purinfreier Nahrung 
` ohne besondere Regelung der ganzen Lebensweise schwankte der tägliche 
Harnsäurewert zwischen 510 und 800 mg; bei möglichst großer Gleich- 
mäßigkeit der Kost zwischen 617 und 750 mg. 

Dagegen ist im Hungerversuch unter möglichst gleichmäßigen Ver- 
suchsbedingungen die Harnsäureausscheidung innerhalb längerer Zeit- 
räume recht gleichmäßig: 


am 17. August 1920. . . .... 477 mg 
„ 411. Dezember 1920. . . . . 475 „ 
„ 15. Februar 1921 . ....483 „ 
Mittel . . . 478 mg 
Im Hunger steigt die stündliche Harnsäureausscheidung in den Morgen- 
stunden zu ihrem höchsten Wert, fällt gegen den Mittag zu schnell ab 
und sinkt bis zum Abend langsam weiter ab (s. Tabelle I und Abb. 1). 
Die Unterschiede zwischen der Ausscheidung am Morgen und am 
Abend waren bei mir im Winter größer als im Soinmer. Im Sommer wurden 
morgens von 8 bis 1 Uhr 100 bis 120 mg U ausgeschieden, im Winter 140 
bis 160 mg; während die Abendwerte für dio Harnsäureausscheidung 
gleichmäßiger sind und zwischen 90 und 100 mg schwanken. 
Bei gleichmäßiger Witterung und nicht zu weit auseinanderliegenden 
Versuchstagen läßt sich immerhin eine recht gute Gleichinäßigkeit er- 
zielen. In zwei Hungertagen wurden z. B. ausgeschieden: 


11. Dezember 1920 15. Februar 1921 


8 bis 1 Uhr . . . . . 146,43 mg 146,1 mg 
Län ZK rer EE e 105,9 ,, 
6: a IE u ea: VE 5 05,5 , 


Wenn man als Nahrung dreimal täglich 300 g Brot und 30 g Margarine 
nimmt, erhält man auch gute Übereinstimmung, z. B. am 22. September 1920 
Harnsäureausscheidung 598 mg, am 10. November 602 mg. Nach jeder 
Nahrungsaufnahrne steigt die Harnsäureausscheidung. Wenn man aber 
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den gleichen Nahrungsreiz von 300 g Brot und 30g Margarine morgens 
um 8 Uhr, mittags um 1 Uhr, abends um 6 Uhr setzt, so ist die Menge 
Harnsäure, die in den nächsten 5 Stunden ausgeschieden wird, morgens 
am höchsten. abends am geringsten, z. B.: 


22. September 1920 
8 bis 1 Uhr . . . 173,5 mg 
1,» 6 ,„ .. . 140,6 „ 
Bo Il, ... 1184 eg 


(s. Tabelle V und Abb. 2). 

Die Lösung von U Na, die ins Blut gebracht wurde, wurde folgender- 
maßen bereitet. 300 bis 400 mg U wurden abgewogen und in Röhrchen 
bei 110 bis 115° zwei Stunden im Trockenschrank keimfrei gemacht, in etwa 
200 cem keimfreier warmer Ringerlösung, der 10 bis 15 cem n/10 keimfreier 
Natronlauge zugesetzt waren, aufgelöst und durch ein im Dampfstrom 
keimfrei gemachtes Filter in einen in Kubikzentimeter eingeteilten so- 
genannten Schüttelzylinder filtriert. Aus dem Schüttelzylinder wurde 
eine genau abgemessene Menge — 90 bis 100 cem — innerhalb 15 bis 
20 Minuten in die Venen einlaufen gelassen. In dem Filtrat wurde in zwei 
Proben genau der u-Gehalt festgestellt. 

Der Harn wurde stündlich gelassen. Kleinere Zwischenräume zu 
nehmen, war unnötig, wie einige Versuche mit halbstündlichen Abständen 
ergaben. Die Halbstundenwerte fielen immer in die Nähe der Verbindungs- 
linie der Stundenwerte. 

Im klinischen Betriebe kann man die Stundenabstände nicht genau 
innehalten: manchmal waren es 50 Minuten, manchmal 70 Minuten. Die 
angegebenen Zahlen sind die auf die Stunde umgerechneten Werte. In 
den bildlichen Darstellungen wurden die wirklich ermittelten Werte zur 
richtigen Zeit eingetragen. 

Der Harnsäuregehalt wurde nach einem eigenen Schnellverfahren, 
das an anderer Stello veröffentlicht worden ist, in Doppelbestimmungen 
ermittelt. 


Hunger und Durst. 











ll. Dez. Tabelle I. 8. Dez. Tabelle Il. 

hu | cem i L mu ccm Umg | 
8 448 | 325 43,0 298 | 80082 mglÜ 
d 427 31,6 38.4 ` 29,2 ne 
10 410 35.6 35.5 34,9 — 

ll 381 | 30,2 38,0 ` 36,1 — 

12 65,5 31.2 31,6 294 | SE 
1 111.0 22.5 41,9 30,1 ` 100 72 mgU 
2 445 ` 23,1 107,0 31,3 —- 

3 3090 ! 20.9 65,1 | 28,3 —_ 

4 24.8 20,9 25,3 22,9 | un 
5 246 >12 30.1 | 236 © = 
6 247 5 20.3 106,0 | 23,1 60086 mgU 
T 2319 20.3 174,0 | 22,4 Ä = 
8 31.1 21.6 31.5 | 19,2 | = 
u 79.0 19,7 21,8 | 19,8 de 

10 33 20,2 17,7 16,9 = 

H 24.8 16.5 16.5 13,8 = 


gä LL 39,1 16,2 = 


Harnsäureausscheidung und -zerstörung. 617 


Tabelle I und III geben die Stundenwerte je eines Hungertages für 
den gelassenen Harn in Kubikzentimetern und die ausgeschiedene U-Menge 
in Milligrammen an; Tabelle II und IV die Werte, die sich nach U-Ein- 
spritzung an Hungertagen ergaben. 








15. Febr. Tabelle III. 8. Febr. Tabelle IV. 
bi | ccm | Umg hü | ccm | U mg | 
| 
j | 8 | 351 | 254 | 98,5mg Ü 
9 | 417 | 222 Eu EE 
| | "835.5 26,4 | — 
10° 46,4 | 36,4 ' 42,2 306,2 | — 
11 | 43,7 | 36,2 = 
12 — 386 29.2 423 | 335 > 
Io o e | 22.7 ı 34,7 2202; » in. 
D | | | 26.4 Ä 230 93mg U 
3 © 224 205 219 | 212 = 
4 | ! 25,5 | 25.4 l ar 
5 26,0 23,8 28.0 ° 30.8 | 85,5mg U 
6 216 258 Z 
7 194: 174 198) 18.5 | SS 
8 | 183 191. = 
9 oni | ous ' 19.3 | 197 ` Sa 
10 20,0; 196 = 
1 183 | 188 | 17,9 | 190. = 
8 © 29 : J65 | 308 , 15,3 | = 


Man sieht beim Vergleich von Versuch I und II, daß auf die Einspritzung 
nicht sofort ein Ansteigen der Ausscheidung erfolgt. Erst nach 9 Uhr, 
wo auch ohne Einspritzung der morgendliche Wellenberg begann, geht 
die Harnsäure in die Höhe und sinkt bis 1 Uhr nur wenig ab. Der Ein- 
spritzung mittags folgt kein neues Ansteigen, bloß eine Verzögerung des 
Abfallens der U-Ausscheidung. Die Ausscheidung abends ist durch dio 
erneuto U -Zufuhr überhaupt nicht beeinflußt. Bei Versuch IV war mittags 
die U etwas später eingespritzt worden, so daß der morgendliche Wellen- 
berg schon vorbei war. Infolgedessen ist die Steigerung der U-Ausscheidung 
durch die U-Zufuhr deutlicher sichtbar. 

Im Versuch II war — verglichen mit den Werten an einem reinen 
Hungertage — von den morgens zugeführten 82 ıng u bis 1 Uhr 11,6 mg 
= 14,2°, ausgeschieden worden; bis 6 Uhr von den 142,4 mg U (72 mg 
+ 70,4 Rest vom Morgen) 21 mg = 14,8%, ; in Versuch IV von den morgens 
zugeführten 98,5 mg u bis 1 Uhr 15,3 mg = 15% ; bis 6 Uhr von den 166,5 mg 
(93 mg + 73,5 mg Rest vom Morgen) 20 mg = 12,5%. Die u-Zufuhr 
abends ergibt keine Mehrausfuhr gegenüber dem reinen Hungerversuch. 

In 24 Stunden waren am 8. Dezember 1920 von den eingespritzten 
240 mg U 63,8 mg ausgeschieden worden = 26,6%; am 8. Februar 1921 
von 277 mg U 5l mg = 18,5% (s. Tabelle V, VI und VII). 

Tabelle V gibt die Werte für dio u-Ausscheidung eines Tages an, 
an dem um 8, 1 und 6 Uhr je 300 g Graubrot und 30 g Margarine genossen 
wurden. 

Wird u dreimal täglich eingespritzt an Tagen, wo dreimal eine Mahl- 
zeit von 300 g Graubroöt und 30 g Margarine genossen wurde, so ergaben 
sich die Werte von Tabelle VI. In den Stunden von 8bis wurde von den 
zugeführten 89 mg u 59,7 mg = 67°, ausgeschieden, nach Einspritzung 
von 118mg U (+ Rest vom Morgen 29,3 ıng) in den Stunden von 1 big 
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Tabelle V. Tabelle VI. Tabelle VII. 
22. Sept. 1920. 15. Januar 1921. 3. März 1921. 
h0 FR |U mg | ` Ken Umgi l ccm 
GER EEN ln ur SE 
8 |72 139,3 || ai Marenine A8 Per e mag? | meine 81375 AR 41,2 mei 
9 |56,1|33,2. = 585 40,7. — = 9 | 47,0 53.5 = 
10 |71,2)41,9| = 195520 — er 10 [73,8 60,1! — 
11 | 68,3 |423;  — OE — — e E Ee dE 
Ss - n 300 Brot 2,5 mg ~ 
12 | 53,1 | 32,1 , Na 13,4 | 49,8 + (mei | L30 Maes 1 48 9 358 SS 
1141,0|25,7. \+30 Margarine 50,6 337, — — 2 90,7. 454 = 
2 |43,6 | 27,8. — 49,2 38,4: — — 3 42,5 478 a 
3 147,2 31,7! — 60,8 46,8, — — 4 47,0 38,5 a 
4 | 39,6 30.2 = 58,4 48,4 — — 5 51.8 31,3 äm 
5 |48,8 27.0 — 47,6 40,1 — | — 6 423 37.4 SE 
6 |35,3|23,5 |, 30 Margarine | SS 7 136,6 368 — 
(EE ö | 
7 39,4 24,7 nur 38,8. 40,5 ' + 143mg U | he 8 51,2: ! 32.3 — 
8 | 36,5 | 24,9; = 46,5382 — | = 9 44,6 305 — 
9 | 34,4 | 27,9 ` = 37,6 354 — = 10 33,5 268 — 
10 !31,0| 18,7 > 36.66.90 — | Br 111279 226 — 
11 127,9|21,3| = 38.8, 28,7 — | ar 
7 !28,0|175| = 22,6 242 — |] ges 


6 Uhr 67 mg = 45,5%; abends von 143mg u (+ 80,3 mg Rest) 58 mg 
= 26%. In 24 Stunden war von den zugeführten 350 mg U 220 mg = 63°, 
ausgeschieden worden. 

In Versuch VII waren morgens von 8 bis 1 Uhr von zugeführten 
105 mg u 64 mg ausgeschieden worden = 61%; von 1 bis 6 Uhr von 102,5 mg 
U (+ 41l mg Rest) 58,2 mg = 40 eck von 6 bis 11 Uhr von 99,5 mg U 
(+ 85,3 mg Rest) 45,4mg = 24,6%. In 24 Stunden waren von den zu- 
geführten 307 mg u 178 ıng ausgeschieden worden = 58%. 

Tabelle VIII. 


Tabelle IX. Tabelle X. 














4. Febr. 1921 4. April 1921 10. Januar 1921 
Hunger und Durst. 
w| cem | U mg| cemi U me | o hô | cem '+U mg] 
g | | ag än — 5 | 
9 35,2 27,8 u 31.8 | 29,9 Ze ; E 
10 :412 317! = 299 271| — es. & 
11 '58.2 38.0 — 31.3.280| — 11 | 391 339) — 
12 48,7 33,0. = 30,6 25,2 Ss 12 | 321 280 Z 
He 500 550Ringer ) e 
140,5 208 | ingerlosung  2%T . 23.3 || eech" 1 28,4 27,2 d E 
2 133.6 26.0 SS 31.5 | 239] — 2 | 359 338 Ai 
5.234 20.1: — 347 | Ee — 5 686 399 Së 
6 214 19.3; u 33.5 22,2 — 6 | 438 241 = 
81225 222: = 33.1 244 == 8 | 268 310 HA 
10 23.5 19,9. _ 27.4 23.8 — 10 | 337| 339 er 
7'205 14.6 23, Ze ZS 
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In Tabelle VIII und IX sind die Ergebnisse nach Zufuhr von 500 
bzw. 550 com Ringerlösung an Hungertagen verzeichnet. In 24 Stunden 
wurden ausgeschieden am 4. Februar 508 mg u, am 4. April 505,5 mg U. 

In Tabelle X sind die Ergebnisse nach einer einmaligen Gabe von 
455 mg U an einem Hungertage angegeben. Im ganzen wurden ausgeschieden 
659,4 mg U; also von den 455 mg U erschienen bis zum nächsten Tage 
8 Uhr 184 mg = 40,5%. 








Tabelle XI. 
h9 i ccm | Umg | Stündliche Brotmahlzeit 

8—1 43,2 29,2 Ä u — 

l—: 56,6 44,6 ı 552 mg U — warmes Mittagessen 
3—5 61,2 | 57,2 — 

5—ī 73,5 55,2 | — 

7—9 53,5 36,6 Brot 

GEN 45,1 42.0 d — 
11—8 | 35,2 32,2 | = 


Tabelle XI gibt die Ergebnisse einer Einspritzung von 552 mg U 
an einem Tage mit Brotmahlzeiten am Morgen und Abend und einer warmen 
Mahlzeit mittags wieder. Es’ wurden ausgeschieden 906,7 mg U. Wieviel 
davon auf die zugeführte U entfällt, läßt sich nicht angeben, denn die 
U -Ausscheidung schwankt an Tagen mit vollen Mahlzeiten zwischen 617 
und 750 mg; es entfallen also auf die U-Ausscheidung aus der zugeführten 
U 157 bis 290 mg = 52,5 bis 28,5%,. Es fällt auf, wie gut die Ausscheidung 
nach großen U-Gaben im Hunger ist. Der Unterschied zwischen der U-Aus- 














Abb. 1. 
GETT Hungertag, 





Hungertag + Harnsäurceinspritzung. 


scheidung im Hunger und nach Mahlzeiten, der bei mehrmaligem Ein- 
spritzen kleiner Mengen U so deutlich hervortritt (vgl. Abb. 1 und 2), 
wird gar sehr verwischt. Aber so große U-Gaben werden nicht ohne Störung 
vertragen, können also nicht zur Entscheidung über physiologische Fragen 
herangezogen werden. Es tritt Müdigkeit, Ziehen in den Gliedern, starkes 
Gähnen und ein unbeherrschbarer Bowegungsdrang auf. Kleine Gaben 
aber wurden stets ohne irgendwelche Störung des Allgemeinbefindens 
vertragen. Die großen Gaben scheinen auf die Niere als Absonderungsreiz 
zu wirken, unvermittelt oder auf Umwegen, wie ja auch 500 cem Ringer- 
lösung schon etwa 30 mg U-Mehrausscheidung bewirken, während be- 
kanntlich Wasseraufnahme vom Darm aus keine vermehrte U-Ausfuhr 
Biochemische Zeitschrift Band 133. 40 
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herbeiführt. Aber bei der Einwirkung auf das Gesamtbefinden läßt sich 
vorläufig nicht angeben, ob und in welchem Grade auch Rückwirkungen 
von anderen Organen auf die Niere vorliegen. 

! Man sieht, wie im Hungerversuch eine U-Zulage abends, wo die U-Aus- 
scheidung gering ist (95 bis 98 mg), überhaupt keine Vermehrung der 
uv-Ausfuhr herbeiführt; morgens dagegen, bei einer Ausscheidung von 
146 mg, wurden 14,2 bzw. 15°, von einer U-Zulage ausgeschieden. In 
den Stunden von 1 bis 6 Uhr, wo die U-Ausscheidung zwischen den Morgen- 
und Abendwerten liegt, näher den Abendwerten gelegen (106 mg), wäre 
eine schlechtere Ausscheidung einer U-Gabe als morgens zu erwarten 
gewesen. Die Werte sind indes 15 bzw. 12,5%. 


bo I N HS IZ ZS e ZS GC SI 
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Abb. 2. 


..-.-..- Brottag, 
— Brottag + Harnsäurecinspritzung. 


Deutlicher wird der Unterschied an Tagen mit drei Brotmahlzeiten 
sichtbar; von einer U-Zulage erschienen wieder: morgens 67 bzw. 61%; 
mittags 45,5 bzw. 40,5%; abends 26 bzw. 24,6%, ganz entsprechend der 
verschiedenen Höhe der U-Ausscheidung des betreffenden Tagesabschnittes: 
173,1 morgens, 140,7 mittags, 118,4 abends. 

Noch deutlicher wird der Unterschied, wenn man Brot und Hunger- 
tage miteinander vergleicht. 



































Hungertag | Brottag 
ho ||I-— - ee Ia o e eh EE 
U.Ausscheidung | Ausscheidung einer U-Ausscheidung Ausscheidung ciner 
IN mg U-Zulage in "i.e | in mg U»Zulage in *% ` 
See Se ` Ss | = = Së SS E? SE Eet 
8—1 | 146 14,2 bzw. 15 173.2 | 67 bzw. 6l 
1—6 i 106 15 u. 12,5 || 140,7 | 45,5 „ 40,5 
6—11 95—98 d | 118,4 | 26 „ 24,6 


| 
Nach den Überlegungen, die wir in der Einleitung anstellten, 
würde also das Erg-bnis der mit teilen Versuche dafür sprechen, 
daß die Schwankungen der U-Ausscheidung von Ausscheidungsreizen 
abhängen. In einem Punkt scheinen die Versuchsergebnisse den 
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eingangs gemachten Überlegungen zu widersprechen. Am Hungertag 
betrug nämlich bei einer U-Ausfuhr von 146mg die Ausscheidung 
einer U-Zulage bloß 15°/, während am Brottag bei 140,7 mg U-Aus- 
fuhr von einer U-Zulage 45,5 bzw. 40,5°/, ausgeschieden wurden. 

Indessen sind zwei verschiedenartige Reize, wenn sie auch den- 
selben zahlenmäßigen Reizerfolg haben, darum noch nicht gleich- 
wertig. Denn wenn z.B. ein Ausscheidungsreiz mit zunehmender 
Menge des ausscheidungsfähigen Stoffes anfangs mit einem beträcht- 
lichen Ausscheidungszuwachs antwortet, um bei weiterer Steigerung 
rasch immer kleiner werdende Ausscheidungszuwüchse hervorzurufen; 
so kann ein anderer Reiz innerhalb recht weiter Grenzen mit der 
Zunahme des ausscheidungsfähigen Stoffes nur ganz allmählich ab- 
nehmende Ausscheidungszuwüchse bewirken. Im Falle des Hunger- 
tages wäre dann das Walten des erstbesprochenen Reizes vorwiegend 
sichtbar, während die Nahrungsaufnahme einen Reiz letzterer Art 
darstellt. Der Wegfall eines Hemmungsreizes würde natürlich den- 
selben Erfolg haben wie das Auftreten eines Förderungsreizes. Ver- 
suche, die Art der Stoffe, welche diese angenommenen Wirkungen 
entfalten, festzustellen sich bemühen, sind im Gange. Ich hoffe in 
absehbarer Zeit darüber berichten zu können. 

Die obigen Versuche gaben eine gute Gelegenheit, die Frage 
der U-Zerstörung zu untersuchen. Die Frage läßt sich nur an Ge- 
sunden lösen. Die Versuche an Leuten mit Gelenk- oder Nerven- 
Krankheiten sind darum zu beanstanden, weil erstere alle mehr oder 
_ minder verstärkte Neigung zur Harnsäurezurückhaltung zeigen: 
letztere neigen zu noch größeren Schwankungen der U-Ausfuhr als 
jeder Gesunde schon zeigt. Und andere Dauerpatienten, die geeignet 
wären, hat man nur selten zur Verfügung. Dazu sind Kranke fast 
immer unzuverlässig: man weiß meist nicht, wie weit sie den An- 
ordnungen einer bestimmten Lebensweise nachgekommen sind. Bei 
der schönen Gleichmäßigkeit der Ausscheidung, die ich bei mir er- 
reichte, dürfen Schlüsse aus den Ergebnissen wohl etwas mehr Ver- 
trauen finden. 


Die T-Ausscheidung bei purinfreier Kost war am 


T. 7. Januar. . . . . 608 mg 
8. & Sg a e RE e 
9. i E END 5 
10 Wa e e a e Ee Kë 


Die mittlere Tagesausscheidung war also 670 mg. 


II. 25. Januar. .. . . 5l2mg 
26. F p anana: er WE 
St SN en Jet ar de N 5% 
28. e E ME 
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Die mittlere Tagesausscheidung also 663 mg. 


111. 30. Januar. . . . . . 603 mg 
3l. e EHNEN eg WE 

l. Februar . . . . . 732 „n 

2, AN d er ar er Dr 


Die mittlere Tagesausscheidung ist also 657 mg. Das Mittel von 
12 Tagen also = 663 mg. 
IV. Arm 8. Dezember waren 240 mg U eingespritzt worden. Die U -Aus- 
fuhr betrug am 
8. Dezember. . . . . 538,8 mg 
9. j5 e ae ee BEE e 
10. ee ee re 0 e 


An den Nachtagen nach dem Versuchstage wurde hier, wie in allen 
späteren Versuchen, streng purinfrei gelebt. 

Unter Zugrundelepung von 663 mg U als endogener Wert sind dann 
wieder ausgeschieden worden 191,5 ıng = 80°,. Es fehlen 48,5 mg = 20%. 
Was damals noch unbekannt war und wie aus späteren Versuchen hervor- 
geht, sind zwei Nuachtage meist nicht genügend, um alle U wieder zu er- 
halten. 

V. Am 11. Dezember 1920 war ein Hunger- und Dursttag. Es wurden 
475 mg, das ist ISS mg weniger als dem endogenen Wert (s. oben) ent- 
spricht, ausgeschieden. 


Am 11. Dezember 1920 . . 475 mg U 
>z E a5 ua oie a Dr yA 
e. eb; 5 PR SEENEN 
an 14. S ee an GOS ae 8 


Es wurden also die 188 ıng, die am Hungertage zu wenig ausgeschieden 
wurden, nachgeliefert, dazu noch 31 mg = 16,5° mehr. Man ist versucht, 
dieses Mehr an U für die im vorigen Versuch mit nur zwei Nachtagen zu 
wenig erschienene U zu halten. 

VI. Am 15. Dezember wurden 350 mg U eingespritzt; morgens, mittags 
und abends wurden je 300 g Brot, 30 g Margarine gegessen. 


Am 15. Dezember. . . . . 822 mg U 


an l6. gy d 2 e, EE, e e 
vie, Ja m A e a DE ger, 
ve Lë. vi e e, ée DËSE er e 


Es wurden also unter Berücksichtigung des endogenen Wertes 34 mg U 
= 9,7%, mehr ausgeschieden als zugeführt worden war. 

VII. Am II. Januar 1921 wurden 455 mg U bei Nahrungsenthaltung 
eingespritzt. 

v-Ausfuhr am: 


11. Januar 1921. . . . 659 mg U 


Lë 99 ag e e D D 185 9 99 
13. a a, er RD ie. 
14. ag sa D H . H 760 99 99 
‘s wurden also 38 mg U = 8,4% mehr ausgeschieden als zugeführt 


worden war. 
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VIII. Am 18. Januar 1921 waren bei purinfreier, sonst nicht be- 
schränkter Ernährung 552 mg U eingespritzt worden. 


U-Ausfuhr am: 


18. Januar . . . 2 2.2... 9068mg U 
19. n, er ar. u BOL 52 5 
20. ,„, Te ee 7 ee, de 
SL p a Eee 082 ep 


Es wurden also 39 mg U = 7%, weniger ausgeschieden als zugeführt 
worden war. 

IX. Am 1. Februar 1921 waren bei Nahrungsenthaltung 505 mg O 
eingespritzt worden. Aus nicht aufgeklärten Gründen wurde die U schlecht 
vertragen. Es war U anderer Herkunft als sonst verwendet worden, die 
vielleicht verunreinigt war. Es trat alsbald Hitze im Gesicht, besonders 
in den Ohren, Gliederschmerzen, Gähnkrampf, Mattigkeit, Schüttelfrost, 
Kollaps auf. Nach 6 Stunden Erholung. 

u-Ausfuhr am: 


1. Februar . . . ..... 837 mg U 


2. an D D D e e Be D D D 767 aa .9 
3. IR e e D . D e D ® . 813 29 99 
4. an D D D D > D D D D 690 a? 39 
Es waren also 50 mg U = 10% weniger ausgeschieden worden als 


zugeführt. 
X. Am 8. Februar 1921 waren bei Hunger 277 mg U zugeführt worden. 


T-Ausfuhr am: 
8. Februar. . . 2 2 . . . 529mg U 
9. eg ee ee RU. D 
10. e e e ir e ao EK Lem 
11. o be, "ën a e er ek Elek rei, ve 
Es wurden also 13mg U = 4% mehr ausgeschieden als zugeführt 
worden war. 
XI. Am 15. Februar war Hungertag. Es wurden 483,5 mg U aus- 


geschieden. Am endogenen Wert fehlten also 179,5 mg U. 
uU-Ausfuhr am: 


15. Februar. . . ... . . 483mg U 
16. Ge Be er re ON et 
17. = éi Be ee ee e El: e te 
On 
Es wurden also 27 mg U = 15°, von den am 15. Februar weniger 


ausgeschiedenen 179,5 mg U nicht wiedergefunden. 

XII. Am 22. Februar wurden 68 mg U eingespritzt. Die U war nach 
der Störung des Allgemeinbefindens, die während der Einspritzung auf- 
trat, nicht einwandfrei, darum wurde nach Einspritzen von 68 mg U auf- 
gehört. 

U-Ausfuhr arn: 

22. Februar. . . . 2... 747mg 
23. i DECHE aa OLO: gi g 
24. ge s Ae, au Ze De ee EE Ae, ai 
25. dé RR et ee OD an de 
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Es wurden also 23 mg U mehr ausgeschieden als zugeführt worden war. 


XIII. Am 7. März Hungertag mit Zufuhr von Natron. glykochol. 
(aus einer anderen Versuchsreihe!). 

U-Ausscheidung 437,6 mg U = 225,4 mg weniger als dem endogenen 
Wert entspricht. 

U-Ausfuhr am: 


7.März 1921 . . 2. 2 2.2.437 mg U 
NV ai e RE A a EE 8 a 
d te e EE Zë dëi 


Es wurden also 16 mg U = 7,1% von den 225,4 mg nicht nachgeliefert. 
Es fehlt aber auch der dritte Nachtag. 8 

Zählt man die zu viel und die zu wenig erschienene U getrennt zu- 
sammen, so ergibt sich — 185 mg U und + 137 mg U; sie halten sich 
also ungefähr die Wage und sind wohl keine Versuchsfehler, sondern sich 
bei längerer Versuchsdauer aufhebende Schwankungen um den endo- 
genen Wert. 

Die oben so selbstverständlich vorgenommene Gleichsetzung der 
eingespritzten und der im Harn mehr erscheinenden Harnsäure erhält 
erst binterher, wo sich herausstellt, daß beide wirklich gleich groß 
sind, ihre Rechtfertigung. Es könnte ja sein, daß die plötzliche 
U-Überschwemmung im Körper eine Harnsäureneubildung anregte; 
dabei könnte noch nebenbei eine Zerstörung der eingespritzten U 
statthaben. Aber daß ein Teil der zugeführten U zerstört und der 
Körper durch die U-Zufuhr zur Neubildung einer Menge Ü gleich 
der zerstörten angeregt werde, diese Annahme wird man, als zu ge- 
künstelt nicht leicht gelten lassen wollen. Man wird wohl lieber die 
Annahme einer U-Zerstörung ablehnen. Natürlich wäre es möglich, 
daß bei Leuten mit einem niedrigen endogenen U-Wert eine Zer- 
störung statthätte, aber das wäre erst nachzuweisen bei durchaus 
gesunden Versuchspersonen, die genügend zuverlässig sind und bei 
denen eine Gleichmäßigkeit der Ausscheidung hinreichend nach- 
gewiesen ist. 

Man sicht, daß die U, die am Hungertage weniger erscheint, an 
den Nachtagen nachgeliefert wird. Die oben besprochene Möglichkeit, 
irgendwelche Zwischen- oder En«dprodukte aus dem Nukleoproteide- 
stoffwechsel könnten einen Ausscheidungsreiz bilden, so daß die U-Aus- 
scheidung dennoch ein, wenn auch verzerrtes Abbild der U-Bildung 
gäbe, wird dadurch sehr unwahrscheinlich. Die vermehrte U- Bildung 
wäre nämlich alsdann durch die Tätigkeit des Magen-Darmkanals 
samt seiner Anhangsdrüsen entstanden zu denken. Man müßte also 
annehmen, daß der Magen-Darmkanal die am Hungertag nicht ge- 
leistete Arbeit an den nächsten Tagen zahlenmäßig genau nachhole — 
eine Annahme, zu der man sich nicht leicht entschließen wird. Auch 
die täglichen Schwankungen der U-Ausfuhr würden nicht durch diese 
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Annahme geklärt; denn es ist nichts darüber bekannt, daß der Darm 
oder die Anhangsdrüsen abends so viel schlechter arbeiten als morgens. 

Beim Magen zeigte ein Selbstversuch, daß die nach Probefrühstück 
gelieferte HO. Menge abends und morgens ziemlich genau die 
gleiche ist. 

Der Versuch, die oben mitgeteilten Untersuchungsergebnisse 
durch möglichst einfache und naheliegende Annahmen zu deuten, 
führt also zu folgenden Aufstellungen. 

l. Die täglichen Schwankungen der U-Ausscheidung hängen nicht 
von Schwankungen der U-Bildung ab, sondern von besonderen Aus- 
scheidungsreizen. 

2. Eine Zerstörung der U in der Form des Natriumurates findet 
im menschlichen Körper nicht statt. 





Eine Mikromethode zur quantitativen Bestimmung des Acetons 
und der -Oxybuttersäure im Harn und Blute. 


Von 
Alfred Lublin. 


(Aus der Medizinischen Klinik zu Breslau.) 
(Eingegangen am 8. August 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Bestimmung im Harn. 


Die quantitative Bestimmung des Acetons und der Acetessig- 
säure wird im klinischen Laboratorium zumeist nach der wenig kom- 
plizierten und zuverlässigen Makromethode von Embden- Schmitz (1) 
(Messinger-Huppert) ausgeführt; eine ähnlich zuverlässige Makro- 
methode zur quantitativen Bestimmung der ß-Oxybuttersäure besitzen 
wir in der Methode von Magnus-Lery (Embden - Schmitz) (2), bei der 
der zu untersuchende Harn nach erfolgter Ätherextraktion im Lind- 
schen Apparat polarisiert wird. Die Größe des Ausgangsmaterials 
(Embden-Schmitz: 20 ccm, JMagnus-Levy: 100ccm) spielt bei Harn- 
untersuchungen keine so große Rolle; dagegen macht sich der Mate- 
rialverbrauch bei einer Makromethode gerade in heutiger Zeit oft 
unliebsam bemerkbar. 

Zu einer einzigen Acetonbestimmung nach Embden-Schmitz werden 
beispielsweise bei mittlerem Acetongehalt des Harns etwa 20 ccm o/lu 
Jodlösung, ebensoviel n/10 Natriumthiosulfatlösung, etwa Beem konzen- 
trierter Salzsäure, eine Schale voll Eis und verhältnismäßig viel Leuchtgas 
(30 Minuten lang heiß brennender Bunsenbrenner) verbraucht, während 
bei einer 3-Oxybuttersäurebestimmung nach Magnus-Levy gegen 100 ccm 
Ather verloren gehen, und ein Elektromotor 12 bis 24 Stunden lang 
laufen muß, 

Die unverhältnismäßig lange Dauer der ßB-Oxybuttersäurebestim- 
mung nach Magnus-Lery (12 bis 24 Stunden) bringt es mit sich, 
daß man das Resultat der Analyse erst am nächsten Tage erbält. 
Ein Teil dieser Schwierigkeiten, vor allem der große Zeit- und Mate- 
rialverbrauch, kann nun zwar umgangen werden, wenn man sich 
anderer Methoden bedient: Bei der von Folin (3) angegebenen Methode 


A. Lublin: Mikromethode zur Bestimmung von Aceton usw. 627 


zur Acetonbestimmung ist weder Leuchtgas noch Eis erforderlich, da 
das präformierte Aceton durch einen Luftstrom in eine Vorlage hin- 
eingerissen wird, und in der kürzlich von Pincussen (4) in dieser Zeit- 
schrift mitgeteilten Methode, bei der die Folinsche Methode auf 
kleine Mengen übertragen ist, ist ebenfalls der Materialverbrauch 
gering. Dafür kann man aber mit diesen beiden Methoden nur den 
Acetongehult bzw. den Gehalt an präformiertem Aceton und Acetessig- 
säure bestimmen, während die B-Oxybuttersäure unberücksicht bleibt. 

Da brachte die Idee Shaffers (5) einen bedeutenden Fortschritt 
auf dem Gebiete der quantitativen Aceton- und ß-Oxybuttersäure- 
bestimmung. Es gelang Shaffer nämlich, durch fraktionierte Destillation 
und Chromsäureoxydation aus ein und demselben Ausgangsmaterial 
unmittelbar hintereinander das Aceton (+ Acetessigsäure) und die 
ß-Oxybuttersäure zu bestimmen. Damit war die zeitraubende polari- 
metrische Methode von Magnus-Levy entbehrlich geworden, und man 
war imstande, die Werte für das Aceton und die ß-Oxybuttersäure 
innerhalb weniger Stunden zu ermitteln. Aber auch dieser Fort- 
schritt gewährleistete noch kein ideales Arbeiten, da der Harn vor 
der Destillation zunächst einer umständlichen Reinigungsprozedur 
(Enteiweißung und Entzuckerung) unterzogen werden mußte, die so 
viel Zeit beansprucht, daß man täglich nur eine beschränkte Anzahl 
Bestimmungen ausführen kann. Enyfeldt (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12) 
und Salen haben diese Methode von Shaffer etwas abgeändert. Da 
durch aber, daß sican dem Enteiweißungs- und Entzuckerungsprozel. 
festhalten, läßt sich die Dauer einer einzigen Bestimmung kaum unter 
eine Stunde herunterdrücken, was immerhin als lästig empfunden werden 
wird, wenn man im klinischen Laboratorium eine Anzahl Acidose- 
harne, womöglich in verschiedenen Portionen untersuchen will. 

Den Grund, weshalb Engfeldt den Harn entzuckert und nötigenfalls 
enteiweißt, ist der, daß im zuckerhaltigen Harn beim Kochen mit Chromat- 
schwefelsäure die Glykuronsäuren Jod binden, und ein eiweißhaltiger Harn 
sich infolge der Schaumbildung schlecht oder gar nicht destillieren läßt. Es 
fragte sich nun, ob die Jodbindung infolge des Zuckergehaltes tatsächlich 
so erheblich ist, daß dadurch grobe Fehler entstehen können. Bei der Unter- 
suchung dieser Frage kam ich jedoch zu dem Resultat, daß dieser Fehler so 
gering ist, daß er in die Fehlerbreite der zum Vergleich herangezogenen 
Makromethode von Magnus-Levy zur Bestimmung der 3-Oxybuttersäure 
fiel. Damit schien die Möglichkeit gegeben, die KEnrgfeldtsche Methode durch 
Fortlassen der Entzuckerung und Enteiweißung auf ein Minimum ihrer 
zeitlichen Dauer zu reduzieren. Durch eine Herabsetzung des Ausgangs- 
materials (Zngfeldt verwendet 20,0 Harn und arbeitet mit 250,0 Filtrat 
+ 350,0 Wasser) auf einen Kubikzentimeter und darunter mußte eine 
weitere Zeitersparnis gelingen. 

Die gravimetrische Bestimmung des Acctons, der 3-Oxybuttersäure 
und der Gesamtaccetonkörper durch Ausfällung mittels Quecksilbersulfats 
nach van Slyke hat sich hier nicht bewährt, da sie sich wegen der langen 
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Trocknungsdauer der Goochtiegel über den ganzen Tag hinzieht, und nur 
die Acetonbestimmung etwa quantitative Werte ergibt. Die Werte für die 
3-Oxybuttersäure waren stets um das Vielfache zu niedrig. 


Um ein Verfahren zu besitzen, das bei möglichster Zeit- und 
Materialersparnis brauchbare Werte liefert, habe ich eine Methode 
ausgearbeitet, der das Shaffer-Engfeidische Prinzip zugrunde liegt: 
Der Harn wird zunächst in eine alkalische Jodlösung destilliert, in 
der das überdestillierte präformierte und das aus Acetessigsäure ent- 
standene Aceton Jodoform bildet. Darauf wird die Vorlage gewechselt 
und bei weiter fortbestehender Destillation Kaliumchromatsch wefelsäure 
hinzugetropft, wodurch die ß-Oxybuttersäure zu Acetessigsäure oxydiert 
wird, die dann als Aceton überdestilliert. 


Schon vor Schaffer hat Minkowski (1884) (13) darauf hingewiesen, dab 
die Oxydation der Oxybuttersäure zu Acetessigsäure unter dem Einfluß 
von Chromsäure erfolgt. Die Ausbeute an Aceton ist nach Embden-Schmiiz, 
deren Makromethode zur quantitativen Bestimmung des Acetons sich im 
Prinzip mit der ersten Destillation Engfeldts deckt, quantitativ. Die Be- 
rechnung des Acetons geschieht durch Multiplikation der verbrauchten 
Kubikzentimeter der vorgelegten n/100 Jodlösung mit dem Faktor 0,0967, 
da l ccm n/100 Jodlösung 0,0967 mg Aceton entspricht. Die Ausbeute an 
-Oxybuttersäure beträgt dagegen nach den Untersuchungen Engfeldts 
ziemlich konstant nur etwa 70 °,, was wohl dadurch zu erklären ist, daß sich 
bei der Oxydation der f-Oxybuttersäure zu Acetessigsäure Essigsäure bildet. 

Wie Engfeldt berichtet, hat van Slyke (15) darauf hingewiesen, „daß, 
wenn die Chromatschwefelsäure eine längere Zeit bei Zimmertemperatur 
auf die P-Oxybuttersäure einwirken darf, beinahe ausschließlich Essig- 
säurebildung stattfindet, daß dagegen, wenn die Chromatschwefelsäure bei 
Siedetemperatur einwirken darf, sich Aceton in beträchtlicher Menge bildet“. 

Der chemische Vorgang wäre dann folgender: 


CH, CH, CH, 

| | | 

CHOH COOH Ba CO 

| +0: = + 20 = | 

CH, CH, CH, 

| | | 

COOH COOH COOH 
ß-Oxybutter- 2 Mol. Essig- Acetessig- 

säure säure säure 


Engleldt hat in ausführlichen Untersuchungen das Optimum für 
die B-Oxybuttersäureausbeute ermittelt (1 g K,Cr,O, in 2 proz. Lösung 
unter Vermeidung von Einengung des Harns). Nach Engfeldt be- 
rechnet man deshalb den Gehalt an ß-Oxybuttersäure, indem man 
die verbrauchten Kubikzentimeter der vorgelegten n/100 Jodlösung 
mit dem Faktor 0,25 multipliziert. 

Die von mir ausgearbeitete Methode wird folgendermaßen aus- 
geführt: Mit einer Stangenpipette von Leem Inhalt wird 0,5 cem 
Harn (bei starkem Ausfall der qualitativen Probe 0,4 bis 0,25 cem) 
in einen Mikrokjeldahlkolben von 50 ccm Inhalt überführt, wozu 
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25,0 Wasser + 1,0 (10%) Essigsäure!) + eine Spur Talkum gegeben 
werden. Alsdann wird der Kolben an das Destillationsrohr eines 
Bangschen (21) Mikrokjeldahlapparates gesetzt und sein Inhalt mit 
sehr niedrigem, gegen Luftzug geschütztem Bunsenbrenner 10 Minuten 
in eine Vorlage A destilliert, die aus 40,0 Wasser + 10,0 n/100 Jod- 
lösung + 5,0 (25%) .Natronlauge in einem Erlenmeyerkolben von 
ZOO eem Inhalt besteht. Nach 10 Minuten ersetzt man bei unverändert 
weitergehender Destillation die Vorlage A durch eine Vorlage B, die 
aus 40,0 Wasser -+ 15,0?) n/100 Jodlösung + 5,0 (25%) Natronlauge in 
einem Erlenmeyerkolben von 200 ccm Inhalt besteht, und läßt aus 
einem kleinen Scheidetrichter unter Vermeidung von Acetonverlust 
langsam 20,0 Kaliumbichromatschwefelsäure in den Kjeldahlkolben 
tropfen. Nach weiteren 10 Minuten wird diese zweite Destillation 
unterbrochen. Ä 


Auf ein gleichmäßiges Zutropfen der Kaliumbichromatschwefelsäure 
ist Gewicht zu legen, da grobe Unregelmäßigkeit im Zutropfen die Ausbeute 
an Oxybuttersäure ungünstig beeinflußt. Wenn etwa ein Tropfen pro 
Sekunde fällt, werden die 20,0 Kaliumbichromatschwefelsäure gerade in 
10 Minuten verbraucht. Ist die Tropfenfolge 
zu rasch, so kann es bei zu engem Destillations 
rohr zu einer Stagnation der Tropfen im Destil- 
lationsrohr kommen; dadurch bildet sich ein 
Vakuum, da weder die aus dem Kolben auf- 
steigenden Dämpfe frei abziehen, noch die 
Chromatschwefelsäuretropfen in den Kolben ge- 
langen können, Die Folge davon ist, daß der 
Inhalt der Vorlage blitzschnell durch das Destil- 
‘ lationsrohr in den Kjeldahlkolben herüber- 
gesogen wird, ein Vorgang, der von der Makro- 
kjeldahl- oder Acetonmethode her bekannt sein 
dürfte, wenn die Flamme unter dem Kolben ge- 
löscht wird, ohne daß das Ende des Destillations- 
rohres aus der Vorlage gehoben wird. Diesen 
Übelstand kann man sicher beseitigen und gleich- 
zeitig die Tropfenfolge absolut gleichmäßig ge- 
stalten, wenn man den unteren Teil des Destil- 
lationsrohres weit genug (etwa lccm im lichten 
Durchmesser) anfertigen, schräg abschneiden 
(mit dem längeren Ende nach der Seite der 
Chromatzuführung), unten im ganzen etwas 
zentralwärts biegen und in ein Glasknöpfchen ` Abb. L. 
auslaufen läßt (s. Abb. 1). Der in den Kjeldahl- 
kolben hineinragende Teil des Destillationsrohres soll so weit sein, daß er, 
mit einem Stück Gummischlauch überzogen, fest in den Hals des Kjeldahl- 
kolbens gesteckt werden kann. Dicse kleine Abänderung am Destillations- 





1) Zur Bindung der Phenole. 
2) Da der 3-Oxybuttersäuregehalt gewöhnlich das Vier- bis Sieben- 
fache des Acetongehaltes betrügt. 
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rohre führt jeder Glasbläser in wenigen Minuten aus. Der so veränderte 
Mikrokjeldahlapparat kann nach wie vor zu Stickstoffbestiminungen ver- 
wandt werden. 

Zeichenerklärung der Skizze: a = Oberes Ende des Destillationsrohres, 
das durch ein Stück Paraguınıni mit dem wassergekühlten Rohre verbunden 
wird; b = Gummischlauch, der über den unteren Teil des Destillations- 
rohres gestreiftist;c = Hals des Mikrokjeldahlkolbens; d = eingeschmolzenes 
Glasrohr; e = Scheidetrichter, von dern aus die Kaliumbichromatschwefel- 
säure hinzugetropft wird; f = Marke 20,0 com; g = Marke 0,0 cem; 
h = Glashalhn; 7 = durch ein Stück Paragumıni zu verbinden. Das 
Destillationsrohr ist in seinem gebogenen Teil aus Gründen der Raum- 
ersparnis verkürzt gezeichnet. 

Da die Vorlage nicht wie bei Eingfeldt nur aus Wasser, sondern aus einer 
alkalischen Jodlösung besteht, ist ein Acetonverlust ausgeschlossen, denn 
das überdestillierte Aceton bildet sofort Jodoform. Jede der beiden Vorlagen 
kann unmittelbar nach beendeter Destillation titriert werden. Dazu säuert 
man mit 5,0 (25°,) Schwefelsäure an und gibt drei Tropfen einer 1 proz. 
Stärkelösung hinzu. Darauf wird mit n/l00 Natriumthiosulfatlösung aus 
einer Mikrobürette nach Bang von blau nach farblos titriert. Der Uıinschlag 
ist auf einen Tropfen scharf. Sollte in Fällen abnorm starker Acetonurie zu 
wonig Jodlösung vorgelegt sein, was man daran erkennt, daß nach Zusatz 
der 5,0 (25°,) Schwefelsäure keine Braun- oder Gelbfärbung der Vorlage 
auftritt, so braucht man die Bestimmung im Notfalle nicht zu wiederholen, 
sondern kann sie noch dadurch retten, daß man die Vorlage abermals mit 
5,0 (25°,) Natronlauge alkalisch macht, sie 5 Minuten stehen läßt und 
wiederum mit 5,0 (2595) Schwefelsäure ansäuert. Es empfiehlt sich aber, 
im allgerneinen die Mengen der vorzulegenden Judlösung wegen der Disso- 
ziationskonstanz einzuhalten und bei sehr hohen Acetonmengen lieber mit 
der Größe des Ausgangsmatcrials herabzugehen, wie bereits oben erwähnt 
wurde. 

Ein Beispiel möge den Gang der Bestimmung und Berechnung erläutern. 
Von einem Acidoscharn mit starkem Ausfall der Nitroprussidnatrium- und 
Eisenchloridprobe wird 0,4 cem verwandt. -- 25,0 Wasser + 1,0 (10%) 
Essigsäure + Talkum. 10 Minuten destilliert (Vorlage A). Nachdem die 
Vorlage A durch die Vorlage B ersetzt ist, + 20,0 Kaliumbichromatschwefel- 
säure. Nach 10 Minuten wird die Destillation unterbrochen. Zu beiden 
Vorlagen werden je 5,0 (25°06) Schwefelsäure + 3 Tropfen Stärkelösung 
hinzugefügt. 

lm Destillat A wurde bei der Titration 3,84 cem n/100 Na,S,O,-Lösung 
verbraucht. Diese 3,84 cem werden von den bei der voraufgegangenen oler 
besser folgenden Blindbestimmung?!) verbrauchten 9,89 cem abgezogen. Also 
Judverbrauch gleich 6,05 cem.  Mithin 6,05 x 0,0967 x 250 = 146 mg 
= 0,146, Aceton. 


1) Zur Blindbestinmmung, die bei n/100-Lösungen nicht etwa jeden Tag 
ausgeführt zu werden braucht, werden 25,0 Wasser + 1,0 (10°) Essig- 
säure + Talkum angesetzt und ebenso in die Vorlagen A und B destilliert wie 
zur Vollbestimmung. Will man sich nur einen allgemeinen Überblick über 
das Verhältnis von Aceton zu P-Oxybuttersäure verschaffen, so braucht man 
bei der Ausführung der Blindbestimmung nur die erste Destillation aus- 
zuführen, da der Wert bei der zweiten Destillation stets ziemlich genau das 
l!;fache des bei der ersten Destillation gewonnenen Wertes beträgt. 
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Im Destillat B wurden 5,45 ccm n/100 Na,S,O,-Lösung verbraucht, 
die von 14,60 ccm der bei der Blindbestimmung verbrauchten n/100 
Na,S,O,-Lösung abgezogen werden; also = 9,15cem Jodverbrauch. 
Mithin 9,15 x 0,25 x 250 = 571 mg = 0,571% P-Oxybuttersäure. 

Bei der Prüfung der von mir angegebenen Methode für den Harn bin 
ich in anderer Weise als Engfeldt vorgegangen, der die Ausbeute von Aceton-, 
Acetessigsäure- und P-Oxybuttersäurelösungen von bestimmter Konzen- 
tration untersuchte. Da mir in erster Linie daran gelegen war, eine klinisch 
brauchbare Methode auszuarbeiten, verglich ich die nach meiner Methode 
gewonnenen Resultate mit den Resultaten, die für Aceton nach der Makro- 
methode von Embden-Schmitz und für 3-Oxybuttersäure nach der Makro- 
methode von Magnus-Levy ermittelt worden waren. Dabei zeigte es sich, 
daß meine Werte sich mit den Werten der Makromethoden deckten. Damit war 
gleichzeitig die Brauchbarkeit des von Engfeldt mitgeteilten Faktors 0,25 zur 
Berechnung der 3-Oxybuttersäure bestätigt. 

In der Tabelle I sind die Resultate meiner Methode denen der Kontroll- 
methoden gegenübergestellt, und zwar enthalten die Kolumnen 4 und 6 die 
Aceton- bzw. 3-Oxybuttersäurewerte nach meiner Methode, die Kolumnen 
5 und 7 die Aceton- bzw. P-Oxybuttersäurewerte nach den Makromethoden. 














Tabelle I. 

DETE P Se | Lublin Egger Boden 
Nr des Tee en _ Datum An Sp re E , CH Zucker 

Wi | o, O'o ir Olo 
ı Ma... .. WII 0136. 015 0524 | 0580 | 17 
2 Ha..... BB. 0.112 | 0.120 ' 0.577 | 0,580 3.4 
3 Ma..... 1L 0.114 | 0,119 : 0514 | 0518 | 2,4 
A Ma..... 12 0,129 0,127 ` 0.538 ` 0476 | 23 
5 Ma..... 15 Ve 0,130 0,577 | 0821 — 25 
6 10,126 0.130 — 0491 ` _ SC 
7 0.122 0.130 0,523 = | — 
8 Ma.. ... 20. 0.194 0,196 0,696 0.771 | Spuren 
9 | ee = 0782 070 | — 
10 Ma.. .. . 2. 0 — = 0.877 | 0.932 ` Spuren 
UU Bie..... 23. 0.041 0.045 0.195 015 | 47 
12 Ho, 23. 0.077 0.076 0314 ' 0311 4.0 
13 Bie..... 2% 0.038) 0039 | 0.113 | in 11 
14 Pie... 3. 0052| 004 0.207 | 0248 13 
15 Bie.. ... 21V. 00601 0.056 0.119 : 0091 0.75 
16 Charl 15. VII. 0.036 ; 0.029 0,110 0.095 0.8 
17 Kä.... 1. 0.102 | 0.100 0 0327 : 0319 ; — 
18 Ma 5. III. 0,110, 0.119 0,410 | 0.390 i 17 


In der Tabelle II sind die entsprechenden Werte in ähnlicher Weise 
einander gegenübergestellt; es fehlt hier jedoch die Kontrollbestimmung für 
P-Oxybuttersäure nach Magnus-Levy. In der letzten Kolumne ist das Ver- 
hältnis von Aceton zu P-Oxybuttersäure notiert. 


Wie aus den beiden Tabellen ersichtlich ist, stimmen die nach 
meiner Methode gewonnenen Acetonwerte gut mit den Werten der 
Makromethode von Emblen-Schmitz überein. Daß Werte für die 
B-Oxybuttersäure häufig eine kleine Differenz mit den Werten nach 
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Tabelle II. 
| | | I ublin | 

Lublin ` Embden-Schmitz ' Oxy- | Aceton 

Nr. ER a E Datum Accton ' Aceton Ba t Zucker e Ge 
| | d déi d d 

19 Ha 6. III. 0.084 0.083 0.384 ı — 1:45 
20 ` Bie. 9. 0,012 0,011 0.048 2,6 1:40 
21 Bie 5. 0,126 0,127 0,523 | 26 1:41 
22 . Ha. 5. 0.072 0,079 0,605 | = l : 8.8 
23 Ma. 6. 0,112 0,105 0,447 | 22 1:3,9 
24 Bie. 6. 0,068 0,070 0,224 10 , 1:32 
25 > Ma. 13. 0,123 0,131 0,666 23 ; 1:54 
26 Ma. 14. | 0,136 0,135 | 0448 17 1:32 
27 Ha. 14. 0,124 0,138 | 0,565 | — | 1:45 
28 Ha. . 15. Ginn 0.154 0,729 | 34 | 1:44 
29 Ma. SECH 0,191, 0200 | 0,856 2,2 | 1:45 
30 | | | 0.190 | = 0,909 | — 11:47 
31 ` 0,190 = 0836, — 1:43 
32 Ha. 0.111 — | 0480 — 37 1:43 
33 | Ma. 17. 0,175 0,175 | 0656 | 24 | 1:37 
34 | Ma. 19. 0.118 0,126 ; 0,497 schwach+ 1:42 
35 Ma. 20, 0.233 0,230 074 n | 1:32 
36 | Ma.. . 20 — 0.214 | 095  „ 1:43 
37 Bie... "21. 0,118 0,117 0,561 | 21 | 1:47 
38 : Liquor Ma. ` : 0.062 — 0,210 ` — | 1:34 
39 Bi..... 22, 0.062 0,062 | 0240 Lä ` 1:38 
A0 Bir... .. 2. 0065. 003 | 0,166 07 11:37 
41 Bie... .. 2. 0.040, 0.043 | 0108 12 1:27 
42 Bie..... 27VI |0,174 0,175 : 0513 1,8 1:2.9 
43 Bie..... 27. 0,162 = : 0516 1,8 1: 3,2 
4 0,160 0,513 Kon | 1:32 
Ap 0,163 | Kontrollen 0541 || tollen 1:33 
46 0,161 | zu Nr.44 ' 0555 zu l: 3-4 
47, 0,163 ' 0530 |) Nr# | 1.32 
48.) Bie.. 27.VII. 0,077 = ' 0265 14 | 1:34 
EN | 0.077 || Kontrollen 0222 (pen. au! 1:29 
50°) 0,077 zu Nr. 49 | 0,245 Nr. 49 1:32 
ai ` Bie... 29. 0,157 0,155 0,654 1,2 1:42 
52, Bie... 30. 10,146. 0.142 0,571 3,2 1:40 
53°). Bie.. 1.VIIT.; 0,176 — 0,770 — 1:43 
54') | 0,177 Kontrollez. Sep 0,753 | Kontrolle 1:42 
55 Kä.. 3. | 0.008 = 0051 | 04 1: 6.3 
der Makromethode von Magnus-Levy aufweisen, liegt wohl an dem 


komplizierten Oxydationsprozeß bei der Destillation B. Es geht 
aber aus der Tabelle II deutlich hervor, daß die nach meiner Methode 
erzielten ß-Oxybuttersäurewerte nicht etwa stets niedriger oder höher 
sind als die Werte der Kontrollmethode, scndern sich nach oben 


und unten dicht um diese gruppieren. 


Die Analysen Nr. 2, 3, 5 


und 12 zeigen, daß selbst ein verhältnismäßig hoher Zuckergehalt 


1) 0,2 cem Ausgangsmaterial. 
*) 0,4 cem Ausgangsmaterial. 
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des Harnes (bis 4,0°,) keinen Fehler durch Jodbindung bedingt. 
Auf Grund der Untersuchungen, die ich mit meiner Methode vor- 
genommen habe, schwankt das Mengenverhältnis von Aceton: 
B-Oxybuttersäure im Harn von1:2,7 bis 1:8,8 (Tabelle II, Kolumne 8) 
und bewegt sich folglich in den aus der Literatur bekannten Grenzen. 


II. Bestimmung im Blute (ohne Venenpunktion). 


Serienuntersuchungen über den Aceton- und ß-Oxybuttersäure- 
spiegel im Blute konnten bisher nicht angestellt werden, weil die 
Mikromethode von Widmark (22) nur zur quantitativen Bestimmung des 
Acetons und der Acetessigsäure diente und die ß-Oxybuttersäure 
nicht berücksichtigt. Auch die Methode von Engfeldt (9) ist wegen 
der notwendigen Venenpunktion für Serienuntersuchungen nicht 
geeignet. 

Im folgenden berichte ich über eine von mir ausgearbeitete 
Mikromethode zur quantitativen Bestimmung des Acetons und der 
ß-Oxybuttersäure im Blute. Das dieser Methode zugrunde liegende 
Prinzip ist ebenfalls das der Destillation (Aceton + Acetessigsäure) 
und kombinierten Destillation und Chromsäureoxydation (ß-Oxybutter- 
säure). Als Ausgangsmaterial wird 0,2ccm Blut verwendet, das 
(gegebenenfalls nach leichter Stauung des Fingers am Grundgelenk) 
aus der Fingerbeere entnommen und in eine Kapillarpipette von 
0,2ccm Inhalt aufgesogen wird. Eine solche Pipette ist in den ver- 
schiedensten größeren Glasbläsereien käuflich zu haben. 

Anstelle einer solchen käuflichen geeichten Pipette kann man auch ein 
Fieberthermometerrohr benutzen, das man sich nach dem Vorschlage 
Pincussens (18) selbst eichen kann. Zu diesem Zwecke zieht man bis zu 
einer beliebigen Marke Quecksilber auf und blüßt es dann in ein Schälchen 
aus, in dem es auf einer analytischen Wage gewogen wird. Das Gewicht 
dieses Quecksilbers, dividiert durch sein spezifisches Gewicht (= 13,56), 
ergibt das Volumen der Kapillare. Will man die Lichtung der Kapillar- 
pipette nicht zu weit nchinen, (weil dae das Ansaugen des Bluttropfens 
erschwert), so kann man auch zwei Kapillarpipetten von je etwa 0,l cem 
Inhalt gebrauchen. 

Aus dem (eventuell leicht) gestauten Finger läßt sich auf diese 
Weise ohne Druck auf die Fingerkuppe bequem 0,2cem Blut und 
mehr entnehmen. Eine Entzuckerung des Blutes halte ich nicht für 
notwendig, da ich bereits im Teil I nachwies, daß selbst Zuckerkon- 
zentrationen von 4 und mehr Prozent durch Jodbindung nur einen 
Fehler bedingen, der innerhalb der Fehlergrenze unserer Makro- 
methoden liegt. Eine Enteiweißung des Blutes muß dagegen vor- 
genommen werden, um es destillieren zu können. Von allen Ent- 
eiweißungsmethoden hat sich, wie ich an anderer Stelle ausführlich 
darlegen will, am besten die von Folin und Wu (28) angegebene 
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Wulfram=-äure bewahrt, da sie weder jodbindende Substanzen liefert 
noch Aceton absorbiert. 


Man verwendet die Wolfrarmsäure als 10 proz. Natriumsalzlöosung in 
Verbindung mit? „n-Schwefelsaure, wobei zu beachten ist. daB beide Stamm- 
lo-ungen getrennt aufzubewahren sind. Nach dem Verdiunnen des Aus- 
pang-ınaterials mat Wa--er und nach Zusatz des Enteiweißungsmittels 
erhalt rman ein Volnmen von 1,6 cern. Im Hinblick auf eine moglichst grobe 
Filtratanı-beute ist das Fıltrieren, auch mit einem kleinen Filter, unzeeıznet, 
da sich das Filter vollsaugt; deshalb zentritugiere ich und rer ils die über 
dem Eiweißuedement stehende klare Flüssigkeit. Anf diese Weise erhalt man 
selbst bei Gebrauch einer gewöhnlichen kleinen elektrischen Zentrituge und 
113 Minuten langer Zentritugieren fast 50°, Filtratausbeute. Der Vorgang 
der Blutentnahrme und Enteiweibung ist dann kurz folgender: 

Der nötigenfalls am Grundgelenk durch einen Gummnischlauch leicht 
pestaute Finger!) wird mit einer Frankeschen Nadel an der desinfizierten 
Finzerkuppe angeschneppert. Der ohne Druck austretende Blutstropfen 
wird in eine Pipette aufgezogen, die nach der oben angegebenen Berechnung 
z. B. 0,0809 eem Bhit fabt. Nach Abstreichen des an ihrer Außenseite haf- 
tenden Blutes wird der Inhalt der Kapıillare in ein Zentrifugenspitzzlaschen 
gespritzt, in dern sich (in diesem Falle) 0.82 ccm Wasser”) befindet. Um 
den Inhalt der Kapillare quantitativ herauszubefordern, saugt man zweimal 
(wie bei der Haemoglobinbestimmung nach Saklı) das in dem Zentrifugen- 
röhrchen befindliche Wasser bis zur Marke und spritzt es wieder zurück. 
Das gleiche wiederholt man mit einer zweiten Kapillarpipette von z. B. 
0,094 eem Blut Inhalt. Nach diesem Vorgange befinden sich in dem Zentri- 
furengläschen 0,82 cem Wasser — 0,153 cem Blut = 1,003 eem Flüssigkeit. 
Hierauf gibt rnan mit einer Stangenpipette von Leem Inhalt 0,3 ccm 
®’,n Schwefelsäure und nach Durchschütteln des Gemisches 0,3 ccm einer 
l0 proz. Lösung von Natrium wolframieum, worauf wiederum kurz und 
kräftig durchgeschüttelt wird. Eiweiß — Haemoglobin fallen als schoko- 
ladenbrauner Niederschlag aus. Sodann wird das Zentrifugengläschen durch 
einen flachen Korkstopfen verschlossen [um Acetonverlust sicher zu ver- 
hüten?)] und auf einer kleinen elektrischen Zentrifuge 11, Minuten lang 
scharf zentrifugiert. Die über dein Sediment stehende eiweißtreie, klare!) 
Flüssigkeit giebt man in ein trockenes Reagenzglas ab und überführt sie 
aus diesem mit einer Stangenpipette (es sind meist 0,75 ccm Flüssigkeit) 
in einen Mikrokjeldahlkolben von 50 cem Inhalt. Dazu gibt man 25 ccm 
Wasser, 1 ccm (1094) Essigsäure und eine Spur Talkum und setzt dann den 
Kolben an das Destillationsrohr des Bangschen Mikrokjeldahlapparates. 
Als Vorlagen dienen zwei Erlenineverkolben (A und B) von je 100 ccın 
Inhalt, dio je 15 cem Wasser + 5ceın n 200 Jodlösung + 2 ccm (25°,) 
Natronlauge enthalten. Es wird mit möglichst niedrigem, gegen Luftzug 
geschütztem Bunsenbrenner destilliert. In den ersten 10 Minuten wird das 


1) Die durch die leichte Stauung bedingte Veränderung in der Zu- 
sarnmnensetzunge des Blutes hat keinen nachweisbaren Einfluß auf die 
Analvsenresultäate. 

®) Mit einer Stangenpipette von lcem Inhalt genau abzurmessen. 

3) Vol. naichd, Le 

4) Etwaige Stäubehen in der Flüssigkeit haben weder auf die Gleich- 
inäßigkeit des Kochens noch auf das Resultat einen Einfluß. 
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präformierte und das aus Acetessigsäure gebildete Aceton überdestilliert. 
Alsdann wird bei unverändert stehenbleibendem Bunsenbrenner die Vorlage 
A durch die Vorlage B ersetzt, worauf aus einem kleinem Reservoir unter 
Vermeidung von Acetonverlust 20 ccm Kaliumbichromatschwefelsäure 
[?2g Kaliumbichromat + 80,0 Wasser + 20,0 (100 Vol.-Proz.) Schwefel- 
säure] langsam zugetropft werden (s. Abb. 1). 


Die Destillation B, während derer das aus der 3-Oxybuttersäure ent- 
stehende Aceton überdestilliert, wird nach 10 Minuten unterbrochen, indem 
man zuerst die Vorlage senkt, das Destillationsrohr kurz abspült und dann 
erst den Brenner zur Seite stellt. Nachdem man die Vorlage B fortgenommen 
bat, läßt man den noch im Scheidetrichter befindlichen kleinen Rest Kalium- 
bichromatschwefelsäure in den Kolben hineinlaufen und spült mit etwas 
Wasser nach, damit während der Destillation A bei einer neuen Analyse 
kein Tropfen Chromatlösung in den Kolben tropfen kann. Es würde sonst 
schon während der Destillation A die Oxydation der P-Oxybuttersäure 
beginnen. Beide Vorlagen werden nach Hinzufügen von 2 ccm (25%) 
Schwefelsäure und dreier Tropfen (1°,) Stärkelösung mit n/200-Natrium- 
thiosulfatlösung (Mikrobürette) von blau nach farblos titriert. Der Farben- 
umschlag ist auf einen Tropfen scharf. Zur Berechnung des Acetongehaltes 
werden die in der Vorlage A verbrauchten Kubikzentimeter Jod mit dem 
Faktor 0,0483!) multipliziert. Der 3-Oxybuttersäurewert ergibt sich durch 
Multiplikation der in der Vorlage B verbrauchten Kubikzentimeter Jod 
mit dem Faktor 0,1252). 

Beispiel: Pipette 1 = 0,089, Pipette 2 = 0,094 cem Blut Inhalt. Im 
Zentrifugengläschen also 0,183 Blut + 0,6cem FEnteiweißungsmittel 
+ 0,82 Wasser = 1,6 cem Flüssigkeit. Nach dem Zentrifugieren 0,75 ccm 
Flüssigkeit. Ausbeute = 0,08 ccın Blut Ausgangsmaterial. Im Destillat A 
wurden 4,93 cem n;200 Natriumthiosulfat verbraucht [Blindbestimmung?)] 


S .0,23 x 0,0483 x 100 
Destiillat A = 5,16); also 0,23ccm Jorflverbrauch EE = 


0,08 
111,09 
za, E 14 mg Accton (= 0,014°/,). Im Destillat B wurden 4,96 ccm 
n/200-Natriumthiosulfat verbraucht (Blindbestimmung Destillat B = 5,08); 
.0,12 x 0,125 x 100 150,0 
also 0,12cem Judverbrauch > — SE DE ge ve 19 mg 3-Oxy- 
buttersäure. 

Es empfiehlt sich, nach der Herstellung der Jod- und Natriumthio- 
sulfatlösung (400 bis 500 cem) eine oder zwei Blindbestimmungen auszu- 
führen, deren Wert bis zum Verbrauch der beiden Lösungen gewöhnlich 
unverändert bleibt. Um den Titer der n/10- oder n/100-Natriumthiosulfat- 
stammlösung möglichst lange konstant zu erhalten, fügt man nach dem 
Vorschlage Engfeldts drei Tropfen (10%) Kalllauge zu der Stammilösung, 
da auf diese Weise die sich etwa bildende Kohlensäure neutralisiert wird. 


1) I cem n/100-Jodlösung = 0,0967 mg Aceton. 

2) Leem n/100-Jodlösung = 0,25 mg B-Oxybuttersäure. 

3) Die Blindbestunmung wird in der Weise ausgeführt, daß in ein 
Reagenzglas 1,0 Wasser + 0,3 ®', n-Schwefelsäure + 0,3 (10 9,) Lösung von 
Na wolframieum gibt und 0,75 cem von dieser Mischung in den Kjeldahl- 
kolben überführt, in dem nach Zusatz von 25,0 Wasser +-,1,0 (10 °) Essig- 
säure -- Talkum wie bei der Vollbestimmung zweimal destilliert wird. 
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Die Reinigung der gebrauchten Kjeldahlkolben geschieht durch Wasser- 
spülen, der Zentrifugengläschen durch einige Tropfen 10 proz. Kalilauge und 
Wasser. 

Nach der von nir angegebenen Methode erhält man Werte, die den von 
Engfeldt gefundenen Werten entsprechen; vor der Engfeldtschen Methode 
scheint mir die von mir ausgearbeitete Methode aber einige wesentliche 
Vorteile zu bieten: Jeder, der mit der Eingfeldtschen Methode gearbeitet 
hat, wird beobachtet haben, daß die Destillation hin und wieder unmöglich 
ist, weil trotz Beuchtens aller Enteiweißungsvorschriften das voluminöse 
Filtrat (200,0 Filtrat + 100,0 Wasser) stark schäumt. Ein weiterer Nachteil 
der Lngfeldtschen Methode liegt aber zweifellos in der umständlichen und 
zeitraubenden Entzuckerung und Enteiweißung des Blutes (etwa eine 
Stunde für jede Bestimmung!); es ist aus diesem Grunde kaum möglich, 
mehr als zwei vollständige Bestimmungen außer der Blindbestimmung 
täglich zu machen. Bei der Benutzung der von mir angegebenen Methode 
habe ich oft mehr als 20 vollständige Bestimmungen (Destillat A und Bi 
außer der Blindbestimmung täglich ausführen können. Schließlich aber 
bereitet die bei der Zngfeldtschen Methode obligatorische Venenpunktion zur 
Beschaffung von mindestens 2,5 cem Blut (für eine einzelne Bestimmung) 
große Schwierigkeiten, wenn man sie bei Serienbestimmungen mehrmals 
wiederholen will. 

Die Dauer der von mir angegebenen Methode beträgt von der 
Blutentnahme bis zum Resultat etwa 30 Minuten. Da jede Blutent- 
nahme etwa 2 Minuten dauert, kann man bequem Serienunter- 
suchungen mit 5 Minuten Abstand anstellen, worin ja der Haupt- 
zweck einer Mikromethode zu erblicken ist. Ein lästiges Schäumen 
beim Destillieren habe ich niemals beobachtet. 

lm folgenden teile ich einige Beleganalysen mit. Als Testobjekt 
benutzte ich 1) einen zuckerfreien Acidoseharn [Bestimmung der Aceton- 
und ß-Oxybuttersäurekonzentration nach den Makromethoden von 
Embden-Schmitz (Aceton), Maynus-Levy (ß-Oxybuttersäure) und nach 
der von mir angegebenen Harnmikromethode], 2a) und b) einen 
zuckerhaltigen Acidoseharn (Bestimmung der Konzentration der Säuren 
wie bei 1) und 3) eine wässerige Lösung des CaZn-Salzes der syn- 
thetischen optisch inıktiven B-Oxybuttersäure von Kahlbaum!) (Be- 
stimmung der Konzentration auf gravimetrischem Wege). 


ad 1. Zuckerfreier Acidoseharn, der 0,043 9%% Aceton und 0,168 9, 3-Oxs- 
buttersäure enthält. 

Zu jeder Analyse wurden 0,2 Harn -+ 0,4 Tinteiweißungsmittel?) + 0.2 
Oxalatblut + 0,8 Wasser angesetzt und 11%, Minuten zentrifugiert. Davon 
0,75 Flüssigkeit + 25,0 Wasser + 1.0 (10 9,,) Essigsäure + Talkum zweimal 
destilliert. (Siehe Tabelle III und Kurve 1.) 


1) Die Herstellung des Ca Zn-Salzes verdanke ich der Liebenswürdigkeit 
des Herrn Dr. Heyn vom Kaiser-Wilhelm-Institut für Kohlenforschung 
zu Breslau. 

2) In diesem Falle 8,5 proz. Phosphormolvhbdänsäure. 
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Tabelle III. 








s Berechneter Gchalt an Gelundener Wert fur 
| Verdünnung j RUE EEE We 
des zugesetzten Aceton Oxybuttersäure Aceton | B-Oxybuttersaure 

Harns ; u: oi j o o: 

E 0 l Ju In | in 
a unverdünnt 0.043 | 0.168 0.049 ` 0.161 
b sia 0.034 ` 0.134 0.42 | 0,111 
e D "0,025 i 0,100 | 0.027 ' 0.093 
d a 0,017 0,067 0,016 | 0,070 
e un 0.008 0,033 0,012 ` 0.037 


ad 2a) Zuckerhaltiger Acidoseharn, 
der 0,99, Zucker, 0,100 °% Aceton und 
0,327 0, B-Oxybuttersäure enthält. 







Vera. Tag Zén "no 40 Verd. Za 419 27o lvo tzo 
Kurve I. Kurve Il. 


Zu jeder Analvse wurden 0,2 Harn + 0,3 °',n-Schwefelsäure -+ 0,3 
(1095) Na wolframieum-Lösung -+ 0,2 defibriniertes Blut + 0,6 Wasser 
angesetzt und 114 Minuten zentrifugiert. Davon 0,75 Flüssigkeit -- 25,0 
Wasser + 1,0 (10°,,) Essigsäure + Talkum zweimal destilliert (s. Tabelle IV 
und Kurve IT). ? 
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Tabelle IV. 





Getundener Wert fur 


Berechneter Gschalt an 














Verdunnung ` DEE ae Dun er rer: i 
des zugesetzten Aceton Oxybuttersaure Aceton £sÖxybuttersaure 
Harns er e ü o 
9 n D u h) ee 
a ag OOGO 0.196 0.068 0.229 
b Ewe 0.040 0.130 0.039 0.134 
e I 0.020 0.065 0,022 0.050 
d, Bas 0.010 0.032 0.008 0.034 
EE e 0.005 0.016 0.003 0.026 
Tabelle V. 
a SET 0.028 0.088 0.031 0.057 
Boop acy Sio 0.021 0.066 0018 0.061 
e e er EE 0.014 0.044 0,012 0.040 
ar Gel Eë 0.007 0.022 0.007 0.020 
e AT 0.003 (ui) 0.002 0.012 
e e - . 150 
ad 2b) Zuckerhaltiger Acıdose- mg 
harn, der 0,8°, Zucker, 0,036°, SCH 
Aceton und 0,1105 B-Oxybuttersäure 
enthält. 730 
Zu jeder Analyse wurden 0,09 
Harn + 25.0 Wasser — 1,0 (10°,) 720 
Essigsäure + Talkum angesetzt und 
zweimal destilliert (s. Tabelle V und 710 
Curve HHI). 
Kurve ) ee 
90 90 
mg 
804- 80 
70 70 
60 60 
50 }- 30 
vor 40 
30 30H 
20 20 
70 |- 10 
Verd. So %o Yo ro Léa Verd. Bag Go Wo Yo Za 
Kurve Ill. Kurve IV, 


ad 3. 3-Oxvbuttersäurelösung, hergestellt als CaZn-Salz der optisch 
inaktiven 3-Oxvbuttersiure von Kahlbaum. 1,1756 g fünfmal umkristalli- 
siertes O'aZn-Salz [Ca Zut, H,O,),], entsprechend 0.94524 g 3-Oxybutter- 
säure (©, H,O,) wurden in 500,0 Wasser gelöst. Der Gehalt der Stamm- 
lösung an B-Oxybuttersäure betrug also 0,189 TI, 


Mikromethode zur Bestimmung von Aceton und Oxybuttersäure. 639 


Zu jeder Analyse wurden 0,1 $-Oxybuttersäurelösung + 15,0 Wasser 
+ 1,0(10%) Essigsäure + Talkum unter Chromatzusatz ln (s. Ta- 
belle VI und Kurve IV a. vorst. Seite). 

















Tabelle VI. 
Verdünnung ' Berechneter Gehalt an | Gefundener Wert für 

ı der zugesetzten l Ze Oxybuttersäure ß » Oxybuttersäure 

‚ Buttersäurelösung o, | D 

ʻO 
a. 210 0,151 0,139 
b. eis | 0,113 0,105 
e. WEI 0,075 0,071 
d. Sher, de, al 240 0,037 0,031 
e. Ke aa EC ii 0,018 ; 0.018 


Die , Empfindlichkeit meiner Methode geht aus den Kurven II, III und 
IV hervor, in denen die punktierte Istkurve jedem beabsichtigten Knick der 
ausgezogenen Sollkurve folgt. 

Die von mir verwendeten kleinen Blutmengen bedingen trotz des 
Zentrifugierens und Pipettierens keine großen Fehler. Der niedrigste Soll- 
wert in der Kurve III beträgt z. B. 3 mg-Proz. Aceton, d. h. mit anderen 
Worten: In dem verarbeiteten 0,09 ccm Harn ist 0,0029 mg Aceton ent- 
halten! Der niedrigste von Engfeldt angegebene Blutacetonwert (Tabelle 28, 
Nr. 3) beträgt 8,7 mg-Proz. Aceton, d. h. in den von Engfeldt verarbeiteten 
2,0 Blut sind 0,174 mg Aceton vorhanden. Die kleinen Mengen Aceton 
lassen sich aber bei meiner Methode gut erfassen, da ich mit n/200-Lösungen 
arbeite. 

Weitere Analysen ergaben, daß 1. beim Zentrifugieren kein Aceton- 
verlust entsteht, daß 2. der Zusatz von 0,25 proz. Traubenzuckerlösung 
keinen nachweislichen Einfluß auf das Resultat der Destillation B ausübt, 
daß 3. das Enteiweißungsmittel keine jodbindenden Substanzen liefert und 
daß 4. das Enteiweißungsmittel kein Aceton absorbiert. 


Klinische Verwendbarkeit der Methode. 
Bei einem leichten und einem schweren Acidosefall fand ich folgende 
Werte im Blute: 
Tabelle VII. 





sOxvs E AAR 
Nr. Name Datum SEH Bee? on 
o'n Wa 
l Kā. ..... VIL 0.005 0.018 1:36 
2 Ke. B 0,005 0.014 1: 2,8 
3 Kā. ..... 20 0.022 0,044 1: 2.0 
a" Bie ..... 26. 0.039 0.054 Ä 1:14 
5 | Pie, 2 0.036 0.156 | 1:33 
6. Pie, 28. 0.064 0.083 1:13 
7 o Bie ..... SEL 0,022 | 0,103 1:46 
8 ' Bie. ..... 3o 0,047 0.067 1:14 
ol Be, 21. 0,048 | 0.100 1: 2.0 
10 © Bie. .....  1VIM. 0.060 0.112 1:18 
II Pre, 2, 0.086 0.136 | 1: 1.5 
12 Pre, B 0.033 0.083 | 1:2,5 
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Das nach meiner Methode gefundene Verhältnis von Aceton : B-Oxy- 
buttersäure im Blut entspricht also den Engfeldtschen Werten, die er zwischen 
1: 1,4 und 1: 4,8 bestimmte. 

Mit der Engfeldtschen Methode fand ich bei anderen Acıdosefällen 
folgende Werte im Blute: 


Tabelle VIII. 





‚Oxvs . 
Nr. Name Datum en | huttersaure | a 
l Bre...... A XIIL 0.005 0.014 22,8 
Se, a: Su ern éd 6. 0011 0.025 1:23 
3 Mo, 6. (OI) 0,031 1:2,8 
4 Diego: een B 0,005 | 0.010 1: 2.0 
5 Ha. ...... B 0,008 0.041 1:5.1 
6 Ma. . 2... I6 0,019 | 0,065 1:34 
7 ,Breg.. .....20. 0.008 0.062 12744 
H Me, 9. III. 0.014 i 0.037 1.22% 
SE het, sau ae Mi. 0.014 0.054 1: 3.8 
10 Ho, BB , 0,014 | 0,044 1:3.1 


III. Vereinfachung der Apparatur. 


An Stelle des ın Abb. 1 abgebildeten Destillationsrohres nach Bang, 
das verhältnismäßig Kostspielig und von kompliziertem Bau ist, kann man 
sich bei Verwendung von 100-cem-Kjeldahlkolben eines rechtwinklig ge- 
bogenen engen Glasrohres bedienen, dessen Schenkel je 5cm lang sind. 
i Der eine Schenkel wird durch die eine 
E A Öffnung eines doppelt durchbohrten 
pa Guministopfens in den Hals des Kjeldahl- 
GE dee kolbens geführt, während der andere 
| Schenkel durch ein Stückchen Guntni- 
| Se schlauch mut dem wassergekühlten Rohr 
SE \ verbunden wird. Die Zuführung der 
cr Se Kaltumbichromatschwefelsäure aus dem 
FE > Ce B:; ` kleinen Scheidetrichter erfolgt durch ein 

er `. SE ` | möglichst kurzes S-förmig gebogenes Glas- 
N ¿© rohr, das mit dem Scheidetrichter durch 
ein Stückchen Gummischlauch verbunden 
ist und durch die zweite Öffnung des 








iiras 
Geck doppelt durehbohrten Gummistopfens in 
en den Hals des Kjeldahlkolbens hineinragt 
—/ (x. Abb. 2). 
f ) Der wassergekühlte Teil des Destil- 
kej lationsrohres braucht nicht aus Silber, 
Abb. 2. Platin oder Quarz zu bestehen, sondern 


kann aus gewöhnlichem Glase gearbeitet 
sein. Das Kupferblech des Kühlmantels kann ebenfalls durch einen Glas- 
zylinder ersetzt werden, der je cinen seitlichen Glasansatz zur Wasserzu- 
und -abführung trägt und an beiden Enden durch einen durchbohrten 
Korkstopfen verschlossen ist. Bei genügend großer Weite des Kühlzylinders 
kann man auch zwei oder drei Glasrohre in einem Kühlmantel verlaufen 
lassen, so daß zwei oder drei Destillationen gleichzeitig bei Benutzung 
nur eines einzigen Kühlmantels ausgeführt werden können. 
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Zusammenfassung. 


Die oben beschriebenen Methoden zur quantitativen Bestimmung 
des Acetons und der ß-Oxybuttersäure im Harn und Blute gewähr- 
leistet quantitative Werte, benötigt nur 20 (Harn) bzw. 30 (Blut) 
Minuten Arbeitszeit und macht eine V'enenpunktion entbehrlich. 

Die klinische Verwendung der Methoden hat sich mir bewährt, 
indem ich das Blut serienweise (in wenigen Minuten Abstand) und 
den Harn portionenweise untersuchen konnte. Die Veröffentlichung 
dieser Untersuchungen erfolgt an anderer Stelle. 
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Nachtrag bei der Korrektur. 

Nach Absehluß dieser Arbeit lernte ich die Arbeiten von Ljungdahl 
(diese Zeitschr. 83, 103, 1917 und 9%, 325 und 45, 1919), Sammet 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. S3, 212, 1913), Smitt (Chem. News, 1912, 14). 
Litterscheid (Cbem.-Ztg. 1912) und ZBichter-Quitiner (diese Zeitschr. 93, 
163, 1919) kennen. Da die genannten Autoren teils über gravimetrische, 
teils über solehe Methoden berichten, die mit komplizierter Apparatur 
unter Verwendung eines großen Blutausgangsmateriales (10 bis 100 cem 
Blut oder Plasma) nur das Aceton erfassen, die ?-Oxyvbuttersäure aber 
nieht berücksichtigen, so trifft für diese Methoden das eingangs meiner 
Arbeit Gesagte zu. 
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